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รายงานการวิจัยเรื่อง “ผลของการเพิ่มวิตามินซีและวิตามินอีในอาหารปลาดุกต่อการเพิ่ม
ภูมิคุ้มกันโรคในสภาพการเลี้ยงที่อุณหภูมิน้้าต่้าลง” ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี ปีงบประมาณ 2549-2550 การท าวิจัยในครั้งนี้ได้รับการเอื้อเฟื้อให้ใช้ห้องปฏิบัติการ เครื่องมือ 
อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ และบุคลากร จากศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี (F3 และ F1) นอกจากนี้การวิจัยครั้งนี้ได้รับการเอื้อเฟือสถานที่ในการทดลองเลี้ยงปลาและผลิต
อาหารปลาทดลอง จากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี แผนกสัตว์น้ า  
ผู้วิจัยขอขอบคุณ นายสุนัย พลายมี หัวหน้างานสัตว์น้ า ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
รวมทั้งบุคลกรฝ่ายสนับสนุนทุกท่าน ที่ได้ให้การช่วยเหลือ ให้ค าแนะน าต่าง ๆ จนท าให้งานวิจัยครั้งนี้ส าเร็จ
ได้ด้วยด ี
 ผู้วิจัยขอขอบคุณ นางสาวศิริวรรณ เพชรสมบัติ หัวหน้างานกลุ่มห้องปฏิบัติการเทคโนโลยี
การผลิตสัตว์ และนายมานะ ชาญเวช พนักงานวิทยาศาสตร์ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีการผลิตสัตว์  ที่ได้ให้
การช่วยเหลือ และค าแนะน าต่าง ๆ ในการท างานวิจัยน้ี 
ผู้วิจัยขอขอบคุณหัวหน้าสถานวิจัย ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร (รองศาสตราจารย์ ดร. 
หน่ึง เตียอ ารุง) บุคลากรของสถานวิจัย (นางศุภกาญจน์ บุญอยู่ และนาง ปุญณภา สูบโคกสูง) ที่ได้ให้
ค าแนะน า และการช่วยเหลือในส่วนของงานธุรการและการเงินในการวิจัยคร้ังนี้ 
ท้ายน้ีผู้วิจัยขอขอบคุณคณาจารย์ บุคลากรและนักศึกษา ของสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิต
สัตว์ที่ได้ให้การช่วยเหลือ ค าแนะน า และการสนับสนุนในด้านต่าง ๆ ส าหรับงานวิจัยน้ี
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บทคัดย่อ 
 
 การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้ าแบบเฉียบพลันก่อให้เกิดความเครียดต่อสัตว์น้ า ซึ่งส่งผลเสียต่อ
กระบวนการทางสรีรวิทยาและสุขภาพปลา ในงานวิจัยน้ีได้แบ่งการทดลองออกเป็น 3 การทดลอง ได้แก่ 
การศึกษาถึงผลของอุณหภูมิน้ าต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภาวะ oxidative stress ในปลาดุกลูกผสม (การ
ทดลองที่ 1) การทดลองที่ 2 และ 3 เป็นการศึกษาเพื่อให้ทราบถึงระดับและระยะเวลาการเสริมวิตามินซี และ
วิตามินอีในอาหารต่อการเสริมสุขภาพปลาให้แข็งแรงภายใต้ความเครียดอันเนื่องมาจากน้ าอุณหภูมิต่ าของ
ปลาดุกลูกผสม โดยพิจารณาจากค่าทางโลหิตวิทยาและค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ 
 การทดลองที่ 1 เป็นการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิน้ าต่ า-สูง (26 และ 34 องศาเซลเซียส) ต่อค่า
ทางโลหิตวิทยา และค่า malondialdehyde (MDA) ในไตและตับ ซึ่งใช้เป็นค่าบ่งชี้ oxidative stress โดย
เปรียบเทียบกับปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (กลุ่มควบคุม) โดยท าการศึกษาที่ระยะเวลา 3, 6, 
12 และ 24 ชั่วโมง ผลการวิจัยพบว่า ในช่วงต้นและช่วงท้ายของการทดสอบอุณหภูมิน้ า ค่าทางโลหิตวิทยามี
การเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญในปลาดุกลูกผสมที่อยู่ในน้ าอุณหภูมิ 26 และ 34 องศาเซลเซียสเมื่อ
เปรียบเทียบกับปลาดุกลูกผสมในกลุ่มควบคุม ค่า superoxide anion ในเลือดของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิ 
26 องศาเซลเซียสมีค่าสูงที่สุด ชี้ให้เห็นว่าอุณหภูมิน้ าต่ าส่งผลเสียต่อปลาดุกลูกผสมมากกว่า ค่า MDA ของ
ตับและไตของปลาดุกที่อุณหภูมิน้ าสูงมีค่าสูง อย่างไรก็ตามไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 การทดลองที่ 2 เป็นการทดลองเสริมวิตามินซีในอาหารปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่ม
ทดลอง ที่ระดับ 250, 500, 1,000, 1,500 และ 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ ผลการ
ทดลองพบว่าการสะสมของวติามินซีที่ตับอยู่ในระดับคงที่ตลอดระยะเวลาการทดลองที่ท าการวัด อัตราการ
รอดและอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อมีค่าใกล้เคียงกันในทุกกลุ่มทดลอง ดังนั้นระดับการเสริมวิตามินซี 
250 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นระดับที่เพียงพอต่อการเจริญเตบิโตเป็นปกติ พบว่าการเพิ่มระดับการเสริม
วิตามินซีมีความสัมพันธ์กับการเพิ่มค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและเปอร์เซ็นต์น้ าหนักเพิ่มของปลาดุก
ลูกผสมในเชิงเส้นตรง (P<0.05) ที่สัปดาห์ 1-4 ของการทดลอง อย่างไรก็ตามผลความสัมพันธ์ดังกล่าวนี้ไม่
ต่อเนื่องเมื่อท าการวัดที่สัปดาห์ที่ 5-8 จึงสรุปได้ว่าการเสริมวิตามินซีที่ระดับ 1,000-1,500 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมในอาหารปลาดุกลูกผสมที่ระยะ juvenile จะท าให้ปลาดุกลูกผสมมีอัตราการเจริญเติบโตสูง การ
ทดสอบผลของอุณหภูมิน้ าต่ าท าได้โดยน าปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลองไปแช่ในน้ าที่มีการลด
อุณหภูมิลงไปที่ 19 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า ภายใต้สภาวะทดสอบอุณหภูมิน้ าคร้ัง
แรก การเพิ่มปริมาณการเสริมวิตามินซีที่เพิ่มขึ้นส่งผลให้ปลาดุกลูกผสมมีค่าฮีโมโกลบินและค่าจ านวนเม็ด
เลือดแดงสูงขึ้นในเชิงความสัมพันธ์แบบควอดราติกและเชิงเส้นตรง (P<0.05) ตามล าดับ แต่ค่าเม็ดเลือดแดง
อัดแน่นไม่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มทดลอง ในการทดสอบอุณหภูมิน้ าต่ าคร้ังที่สองพบว่าระดับการเสริม
วิตามินซีที่เพิ่มขึ้นไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของค่าฮีโมโกลบินและค่าเม็ดเลือดแดงอดัแน่น แต่ยังคงมีผล
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ต่อการเพิ่มข้ึนของเม็ดเลือดแดง และการเพิ่มขึ้นยังเป็นความสัมพันธ์ในเชิงเส้นตรง (P<0.05)  พบว่าค่า
สัดส่วนเม็ดเลือดขาว Neutrophil ต่อ Lymphocyte (N:L ratio) ต่ าที่สุดในปลาดุกลูกผสมกลุ่มที่ได้รับวิตามิน
ซี 1,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ดังนั้นการเสริมวิตามินซีในอาหารที่ระดับ 1,000-1,500 มิลลิกรมัต่อกิโลกรัม 
เป็นเวลา 4 สัปดาห์มีผลต่อการรักษาสุขภาพไม่ให้เปลี่ยนแปลงภายใต้สภาวะความเครียดจากน้ าอุณหภูมิต่ า 
ในการทดสอบอุณหภูมิน้ าต่ าครั้งที่สอง พบว่าการเพิ่มระดับการเสริมวิตามินซีในอาหารมีผลต่อการเพิ่มข้ึน
ของค่าโปรตีนและค่าอิมมูโนโกลบูลินรวมในเชิงควอดราติก และมีผลต่อการเพิ่มไลโซไซม์ในเชิงเส้นตรง 
และการเพิ่มระดับวิตามินซีในอาหารมีผลต่อการเพิ่มค่าคอมพลีเมนต์ในปลาดุกลูกผสม แต่การเพิ่มขึ้นนี้ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  จึงสรุปได้ว่าการเสริมวิตามินซี 1,000-1,500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ใน
อาหารเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์มีผลต่อการเพิ่มค่าทางภูมิต้านทานโรคในสภาวะน้ าอุณหภูมิต่ า  
 การทดลองที่ 3 เป็นการเสริมวิตามิอีที่ระดับ 0, 125, 250, และ 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมใน
อาหารทดลอง เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าการเพิ่มขึ้นของระดับวิตามินอีในอาหารไม่มีผลต่ออัตราการรอด
และสมรรถนะการเจริญเติบโตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ระดับวิตามินอีในอาหารไม่มีผลต่อค่าทางโลหิต
วิทยา ไลโซไซม์ และค่าโปรตีนในเลือด อย่างไรก็ตามพบว่าระดับการเสริมวิตามินอีในอาหารมีผลต่อการ
ลดลงของค่า N:L ratio (P<0.05) และการเพิ่มขึ้นของค่าอิมมูโนโกลบูลิน (P<0.05) ได้ท าการศึกษาผลของ
วิตามินอีต่อปลาดุกลูกผสมภายใต้การทดสอบอุณหภูมิน้ าต่ า (19 องศาเซลเซียส) 2 คร้ัง คือ หลังจาก 4 
สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ของการทดลอง โดยก่อนการทดสอบอุณหภูมิน้ าจะท าการสุ่มปลาส าหรับท าการ
วิเคราะห์ค่าเพื่อใช้เปรียบเทียบ ผลการทดลองพบว่า การทดสอบอุณหภูมิน้ าทั้งสองคร้ังไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของค่าโปรตีนในเลือด แต่พบ สภาวะ hemoconcentration ในปลาดุกลูกผสมกลุ่มที่ได้รับ
วิตามินในอาหารสูงสุด (500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ที่ถูกทดสอบอุณหภูมิน้ า ซึ่งชี้ให้เห็นว่าการเสริมวิตามิน
อทีี่ระดับนี้ก่อให้เกิดผลเสียต่อปลาดุกลูกผสม การเพิ่มการเสริมวิตามินอีในอาหารมีผลต่อการลดลงของค่า 
N:L ratio เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับการเสริมวิตามินอีในอาหาร (P<0.05) พบว่าภายใต้สภาวะ
ทดสอบอุณหภูมิน้ า การเปลี่ยนแปลงของค่าไลโซไซม์และค่าอิมมูโนโกลบูลินในปลาดุกลูกผสมทุกกลุ่ม
ทดลองที่ได้รับการเสริมวิตามินในอาหารจะมีค่าต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับปลาดุกลูกผสมที่ไม่ได้รับการ
เสริมวิตามินอี ดังนี้การทดลองคร้ังนี้จึงสรุปได้ว่าการเสริมวติามินอีในอาหารปลาดุกลูกผสมเป็นสิ่งที่จ าป็น 
และระดับการเสริมที่ต่ าที่สุด 125 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมก็เพียงพอต่อการรักษาสภาพภมูิคุ้มกันในปลาดุก
ลูกผสมภายใต้สภาวะความเครียดจากน้ าอุณหภูมิต่ า 
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Abstract 
 
A sudden temperature change could create thermal stress and result in adverse effects on 
the physiological process and health of fish.  The present study investigated the hematological status of, 
and oxidative stress in, hybrid catfish (Clarias macrocephalus x C. gariepinus) that have been exposed to 
various temperatures (Experiment I).  In addition, we determined the effects of a high level of 
supplementary vitamin C or vitamin E provided to hybrid catfish to minimize the thermal stress 
represented by hematological parameters and non-specific immunity (Experiment II and III).   
 In the experiment I, hematological parameters were investigated in hybrid catfish that were 
exposed to low (26 C) or high (34 C) temperatures comparing to the control group (30 C). In addition, 
Malondialdehyde (MDA), which was the oxidative stress marker, was analysed in the kidneys and livers 
of hybrid catfish.  During 24 hours of exposing time, hematological indices and oxidative stress marker 
were analyzed at 3, 6, 12, and 24 hours.   At the beginning and the end of exposing time, when hybrid 
catfish were exposed to the low or the high temperature, several hematological parameters were changed 
comparing to the hybrid catfish of control groups.  The production of superoxide anion (O2-) in the blood 
increased when the fish was challenged by a low temperature, demonstrating that the ability of catfish to 
tolerate a cool temperature is limited.  Although, hepatic and renal MDA were high with higher 
temperature, no significant differences were found.    
In the experiment II, dietary vitamin C was fed to hybrid catfish at 250, 500, 1,000, 1,500, 
and 2,000 mg/kg for an 8-week experimental period.  The hepatic vitamin C concentration in the fish was 
similar to that of all tested feeds used throughout this experiment.  The survival rate (SR) and feed 
conversion ratios (FCR) were similar in all groups.   Therefore, dietary vitamin C at a concentration of 
250 mg/kg was adequate for normal growth.  During the first four weeks, the increased dietary vitamin C 
significantly enhanced the specific growth rate (SGR) and weight gain (WG) of hybrid catfish in the linear 
response (P<0.05), suggesting that elevated level of vitamin C during this growth period resulted in 
maximum growth responses.  However, these significant effects did not extend through the final four 
weeks of the experimental period.  Thus, an increase in dietary vitamin C (1,000-1,500 mg/kg) would be 
essential for juvenile fish to achieve a maximum growth rate.  To assess the thermal stress, the hybrid 
catfish were transferred to water having a temperature of 19 ºC for 24 h during week 4 (the first thermal 
stress) and week 8 (the second thermal stress).  At the first thermal stress, the hemoglobin content (Hb) 
and red blood cell number (RBC) increased with the increment of dietary vitamin C in quadratic and 
  
 
 
 
 
 
 
 จ 
linear fashion, respectively (P<0.05).  The hematocrit (Ht) value was similar in all groups.  At the second 
(cooling) stress, the increase in dietary vitamin C did not affect Ht and Hb, but increased RBC linearly.  
Additionally, the lowest Neutrophil:Lymphocyte ratio (N:L ratio) was observed in hybrid catfish of 
dietary vitamin C at 1,000 mg/kg.  Thus, a high level vitamin C supplementation  (1,000-1,500 mg/kg) for 
a short time (four weeks) was necessary to sustain the health status of the thermal stress fish.  The 
increment of vitamin C also quadratically increased the total protein (TP) and total immunoglobulin (Ig) 
(P<0.05) at the second thermal stress.  Under this stress, increase in dietary vitamin C linearly increased 
lysozyme activity (Lz) (P<0.05).  The alternative complement activity was slightly higher with the higher 
vitamin C level.  Long term supplementation of high vitamin C level (1000-15000 mg/kg) would be 
beneficial to the immunocompetence of hybrid catfish.   
In the experiment III, dietary vitamin E was fed to hybrid catfish at 0, 125, 250, and 500 
mg/kg for an 8-week experimental period.  Survival rate and growth performance were similar in all 
groups.  Dietary vitamin E did not affect hematological parameters, Lz and TP.  However, the increase in 
dietary vitamin E decreased N:L ratio significantly.  Further, Ig showed posistive responses due to 
increase dietary vitamin E.  To conduct the effects of vitamin E on the health status under the thermal 
stress, the hybrid catfish were transferred to water having a temperature of 19 ºC for 24 h during week 4 
(the first thermal stress) and week 8 (the second thermal stress).  Before assessing the thermal stress, 
hybrid catfish were sampling to refer as the normal group.  In the present study, thermal stress had no 
effect on TP.  Hemoconcentration represented by significant increase in Ht was found in hybrid catfish fed 
with highest level of vitamin E (500 mg/kg) (P<0.05), demonstrating that high vitamin E level had 
adverse effect on the response of thermal stress in hybrid catfish.  Increase in supplemental of vitamin E 
significant decreased N:L ratios comparing with that of hybrid catfish fed on the non-supplementary 
vitamin E diet (P<0.05).  Decrease in the reduction of Lz and Ig during thermal stress was observed in 
hybrid catfish obtain dietary vitamin E at each and every level.  Therefore, supplementary vitamin E was 
necessary to minimize the adverse effects causing by thermal stress.  Minimal level (125 mg/kg) of 
vitamin E would be adequate for a proper dietary prophylaxis to maintain immuncompetence in hybrid 
catfish.  
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บทที ่1 
บทน า 
 
ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 
  ปลาดุกเป็นปลาน้้าจืดชนิดหนึ่งที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย จาก
ข้อมูลการรวบรวมผลผลิตและมูลค่าของสัตว์น้้าที่ได้จากการท้าการประมงและการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า
จืด พบว่าผลผลิตปลาดุกมีปริมาณการผลิตเป็นอันดับสองรองจากปลานิล (ภาพที่ 1.1) และมีมูลค่า
ของการจ้าหน่ายเป็นอันดับที่สองของมูลค่าสัตว์น้้าจืดทั้งหมด (ภาพที่ 1.1) การเพาะเลี้ยงปลานิลมี
ความส้าคัญต่อการส่งออกและบริโภคภายในประเทศ แต่การเพาะเลี้ยงปลาดุกนั้นส้าหรับเพื่อการ
บริโภคภายในประเทศเป็นส่วนใหญ่ ปลาดุกจัดเป็นอาหารโปรตีนที่ส้าคัญของคนไทยทั่วทุกภาค การ
เพาะเลี้ยงปลาดุกสามารถท้าได้ทั่วทุกภาคในประเทศไทย รูปแบบของการเพาะเลี้ยงปลาดุกมีทั้งการ
เพาะเลี้ยงในบ่อดิน นาข้าว ร่องสวน บ่อซีเมนต์และในกระชัง ทั้งนี้เพราะว่าปลาดุกเป็นปลาที่สามารถ
เลี้ยงในสภาพความหนาแน่นสูง มีการเจริญเติบโตรวดเร็ว มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมได้ดี และ
ให้ผลผลิตต่อพื้นที่สูง ท้าให้มีผู้นิยมเลี้ยงปลาดุกกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทย ขนาดของฟาร์ม
เพาะเลี้ยงปลาดุกมีตั้งแต่ขนาดเล็กจนถึงขนาดใหญ่ เป็นทั้งการเพาะเลี้ยงเชิงพาณิชย์ซึ่งเป็นอาชีพหลัก 
และอาชีพเสริมของเกษตรกรทั่วไป นอกจากนี้ยังเป็นการเลี้ยงเพื่อเป็นอาหารในครัวเรือน ปลาดุกยัง
เป็นปลาที่รัฐบาลส่งเสริมในโครงการประมงโรงเรียน ประมงหมู่บ้าน จึงท้าให้เกิดกิจกรรมที่เป็น
ประโยชน์และได้ผลพลอยได้เป็นอาหารของชุมชน เพื่อสร้างสังคมในชุมชนชนบทให้เข้มแข็ง 
  ความแตกต่างของฤดูกาลที่ส่งผลต่อคุณภาพน้้าโดยเฉพาะอุณหภูมิน้้า เป็นข้อจ้ากัดใน
การเพาะเลี้ยงปลาดุก เกษตรกรมักพบปัญหาการเลี้ยงปลาดุกลูกผสมในบางฤดูกาล การเพาะเลี้ยงปลา
ดุกในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือมักประสบปัญหาในช่วงฤดูหนาว เนื่องจากอุณหภูมิน้้า
ลดต้่าลง (โดยเฉพาะระหว่างเดือนพฤศจิกายน ถึง กุมภาพันธ์) นอกจากนี้ในช่วงฤดูฝนที่มีฝนตก
ติดต่อกัน ท้าให้อุณหภูมิน้้าลดลง กอปรกับคุณภาพน้้าด้านอ่ืน ๆ เปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วอัน
เน่ืองมาจากน้้าฝนที่ตกลงในบ่อ โดยพบว่าช่วงฤดูกาลดังกล่าวนี้ ปลาจะมีการเจริญเติบโตช้า การกิน
อาหารน้อย ร่างกายอ่อนแอ ง่ายต่อการเกิดโรค ท้าให้เกิดโรคระบาดขึ้นในการเลี้ยงปลาดุกมากในช่วง
นี้  ส่งผลให้ผลผลิตปลาดุกลดลง  
   นอกจากนี้สภาวะการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศของโลกยังส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิน้้าในรอบปี คณะผู้วิจัยได้ท้าการรวบรวมข้อมูลอุณหภูมิน้้าในแม่น้้าเจ้าพระยาที่ได้มีการ
บันทึกไว้ โดยกรมควบคุมมลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม และได้สร้างเป็น
แผนภูมิ แสดงดังภาพที่ 1.2 จะเห็นได้ว่าแนวโน้มของอุณหภูมิน้้ามีแนวโน้มที่จะมีการเปลี่ยนแปลง
มากขึ้น เช่น บางช่วงฤดูกาลพบว่าน้้ามีอุณหภูมิต่้ามาก และในบางช่วงฤดูกาลน้้ามีอุณหภูมิสูงมาก 
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           ภาพที่ 1.1  ผลผลิตและมูลค่าของสัตว์น้้าที่ได้จากการท้าการประมงรวมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 
                          ที่มา: กลุ่มวิเคราะห์การค้าสินค้าประมงระหว่างประเทศ กองประมงต่างประเทศ  
                                   กรมประมง (รวบรวมข้อมูลจากกรมศุลกากร) 
  
 
 
 
 
 
 
 3 
10
15
20
25
30
35
40
2548 2549 2550 2551 2009
T
e
m
p
e
ra
tu
re
 (
 0
C
 )
552
อุณ
หภู
มิน
้้า (
อง
ศา
เซ
ลเซ
ียส
)
T
e
m
p
e
ra
tu
re
 (
 0
C
 )
อุณ
หภู
มิน
้้า (
อง
ศา
เซ
ลเซ
ียส
)
 
ภาพที่ 1.2  อุณหภูมิน้้าของแม่น้้าเจ้าพระยา และแม่น้้าสาขา  ที่บันทึกทุก ๆ 30 นาที โดยบันทึกที่
ระดับความลึกต่้าจากผิวน้้า 1 เมตร [http://www.wqmonline.com] 
 
  ในการเลี้ยงปลาดุกนั้น ระบบการเลี้ยงมักเป็นระบบเปิด คือเลี้ยงอยู่กลางแจ้ง ไม่ได้
เลี้ยงในโรงเรือนหรือในระบบปิดที่มีการควบคุมอุณหภูมิ แม้ว่าเทคโนโลยีการสร้างระบบปิดหรือ
ระบบควบคุมอุณหภูมิน้้าในการเลี้ยงสัตว์น้้าจะมีการพัฒนาอย่างต่อนื่อง แต่ระบบดังกล่าวก็ต้องการ
การลงทุนที่สูง และค่าใช้จ่ายส้าหรับแหล่งพลังงานในการเดินระบบ การดูแลรักษาค่อนข้างสูง ซึ่งไม่
เหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงปลาในประเทศไทย ซึ่งต้องการให้การเลี้ยงปลาเป็นระบบต้นทุนต้่า เพื่อ
ผลิตอาหารโปรตีนคุณภาพดีให้แก่ประชากรส่วนใหญ่ของประเทศ แนวทางการพัฒนาอันหน่ึง
ส้าหรับการเลี้ยงปลาดุกให้เหมาะสมกับสภาวะการเปลี่ยนแปลภูมิอากาศตามฤดูกาล และสภาวะ
ภูมิอากาศของโลกก็คือ การท้าให้ปลาดุกที่เลี้ยงมีความแข็งแรง สามารถทนทานต่อความเครียดอัน
เน่ืองมาจากอุณหภูมิน้้าที่เปลี่ยนไปได้ดขีึ้น วิธีการหนึ่งที่ได้มีการรายงานคือการใช้สารเสริมใน
อาหารเพื่อให้ปลาดุกมีสภาพร่างกายที่แข็งแรง สารเสริมมีหลายชนิดที่มีผลต่อการสร้างร่างกายปลา
ให้แข็งแรง ในการศึกษาเบื้องต้นนี้ผู้วิจัยจึงได้ท้าการทดสอบสารเสริมประเภทวิตามินที่จ้าเป็นใน
ร่างกาย  ได้แก่ วิตามินซีและวิตามินอี เพราะการเสริมวิตามินทั้งสองให้กับปลาในอาหารเป็นสิ่งที่
เกษตรกรโดยทั่วไปได้ท้าอยู่แล้วในการเตรียมอาหารให้กับปลาดุก ผู้วิจัยจึงท้าการศึกษาเพื่อหาระดับ
หรือปริมาณและระยะเวลาในเสริมวิตามินซีและวิตามินอีที่มีผลต่อสุขภาพและภูมิคุ้มกันในตัวปลา 
เพื่อที่เกษตรกรจะสามารถน้าไปใช้ได้จริง  
 
การตรวจเอกสารวิชาการ 
ปลาดุกที่เป็นที่นิยมเลี้ยงในปัจจุบันนี้ คือ ปลาดุกลูกผสม (Hybrid catfish) ซึ่งเป็นพันธุ์
ที่เป็นการผสมข้ามพันธุ์ระหว่างปลาดุกยักษ์เพศผู้ (หรือปลาดุกเทศ หรือปลาดุกรัสเซีย) (Clarias 
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gariepinus) กับปลาดุกอุยเพศเมีย (C. macrocephalus) ได้ปลาดุกลูกผสมที่เนื้อมีรสชาติคล้ายปลาดุก
อุย และมีการเจริญเติบโตเร็ว และทนทานต่อโรคมากขึ้น การเพาะเลี้ยงปลาดุกลูกผสมในปัจจุบันนี้
เป็นการเพาะเลี้ยงแบบครบวงจร เกษตรกรสามารถเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์ภายในฟาร์ม แล้วน้าพ่อพันธุ์ปลา
ดุกยักษ์เพศผู้และปลาดุกอุยเพศเมียที่มีความสมบูรณ์เพศมาเพาะลูกพันธุ์ปลาดุกลูกผสมโดยการฉีด
ฮอร์โมนสังเคราะห์ (Luteinizing Hormone Releasing Hormone analogue; LHRHa) ร่วมกับวิธีการ
ผสมเทียม                                         ดุก                         และ
                   ก็                        เช่นเดียวกัน ความหนาแน่นของปลาที่
นิยมปล่อยเลี้ยงในบ่อซีเมนต์ คือ 50-70 ตัวต่อตารางเมตร (ขนาดลูกปลา 2-3 เซนติเมตร) และในบ่อ
ดิน เท่ากับ 40-100 ตัวต่อตารางเมตร อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงสามารถใช้ได้ทั้งอาหารส้าเร็จรูป และ
อาหารที่เกษตรกรเตรียมเองจากผลพลอยได้ของการปศุสัตว์อ่ืน ๆ ระยะเวลาการเลี้ยงโดยทั่วไป
ประมาณ 90 วันก็สามารถจับขายได้ ท้าให้การเพาะเลี้ยงปลาดุกเชิงพาณิชย์สามารถท้าได้อย่างน้อยถึง 
3 รุ่นต่อปี  
  จากการศึกษาของโครงการอันเนื่องมาจากพระราชด้าริและกิจกรรมพิเศษ ของสมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี เป็นการทดลองเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของปลาดุก
ลูกผสมภายใต้สภาพการเลี้ยงในพื้นที่สูงช่วงฤดูหนาว ที่ศูนย์ศึกษาชาวไทยภูเขา “แม่ฟ้าหลวง” อ้าเภอ
ท่าสองยาง จังหวัดตาก โดยเปรียบเทียบสภาพการเลี้ยงที่ควบคุมอุณหภูมิ (green house) และสภาพ
การเลี้ยงอุณหภูมิปกติของฤดูหนาว พบว่า ในสภาพการเลี้ยงที่น้้ามีอุณหภูมิต่้า (19.5-27.4 0C) ปลาดุก
ลูกผสมมีน้้าหนักและความยาวล้าตัวต้่ากว่าปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยงในสภาพที่ควบคุมอุณหภูมิ (25.4-
30.2 0C) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (α=0.05) ซึ่งสภาพการเลี้ยงที่ควบคุมอุณหภูมิ (green house) ใน
การทดลองนี้ ท้าโดยการจัดท้าคอกล้อมบ่อเลี้ยงปลาพลาสติก บุด้วยพลาสติกหนา 0.2 มิลลิเมตร ผล
การทดลองดังกล่าวนี้เป็นประโยชน์ต่อการน้าไปใช้ส้าหรับการเลี้ยงปลาเพื่อให้ประชาชนในเขตพื้นที่
สูงให้มีปลาบริโภคตลอดทุกฤดูกาล และเป็นการสนองต่อโครงการตามพระราชด้าริที่จะเสริมสร้าง
ชุมชนชนบทให้แข้มแข็ง (ถาวร ทันใจ, 2551) อย่างไรก็ตามการท้าคอกเลี้ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(green house) จะเป็นข้อจ้ากัดในการเลี้ยงในบ่อขนาดใหญ่ และการเลี้ยงในเชิงพาณิชย์ เพราะ
เกษตรกรต้องลงทุนสูงขึ้น 
  ปลาเป็นสัตว์เลือดเย็น (poikilotherm) ซึ่งอุณหภูมิในร่างกายจะเปลี่ยนแปลงไปตาม
อุณหภูมิของสิ่งแวดล้อม ท้าให้ปลาแต่ละชนิดมีช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการด้ารงชีวิตเฉพาะ 
แตกต่างกันขึ้นกับชนิดปลา การที่ปลาเป็นสัตว์เลือดเย็นที่อุณหภูมิร่างกายเปลี่ยนตามอุณหภูมิ
สิ่งแวดล้อมนั้น อุณหภูมิสิ่งแวดล้อมจึงมีผลโดยตรงต่อกระบวนการทางชีวเคมีตามกฏของแวนฮอฟ 
 V   H   ’s L w  โดยการเพิ่มของอุณหภูมิขึ้น 10 0C จะท้าให้กระบวนการทางชีวเคมีเพิ่มขึ้นเป็น 2 
เท่า  และลดต้่าลงในท้านองเดียวกันเมื่ออุณหภูมิต่้าลง (Boyd and Tucker, 1998)  
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  ปลาดุกเป็นปลาในเขตร้อน อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการด้ารงชีวิตจะอยู่ในช่วง 27-32 
องศาเซลเซียส (Fedoruk, 1981) ถ้าอุณหภูมิน้้าต้่าลงหรือสูงกว่าอุณหภูมิที่เหมาะสม จะท้าให้ปลามี
การเจริญเติบโตลดลง ภูมิคุ้มกันโรคต่้าลง และอาจตายได้ถ้าอาศัยอยู่ในช่วงอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสม
เป็นระยะเวลานาน เน่ืองจากปลาดุกเป็นปลาในเขตร้อน พบว่าอุณหภูมิน้้าที่ต่้าถึง 19 องศาเซลเซียส 
เป็นอุณหภูมิที่ลูกปลาไม่สามารถอยู่ได้ และอุณหภูมิน้้า 19-24 องศาเซลเซียส เป็นช่วงอุณหภูมิที่ท้า
ให้ปลาดุกขนาดใหญ่มีการเจริญเติบโตช้า กองอนามัยสิ่งแวดล้อมได้สรุปรายงานอุณหภูมิน้้าใน
ประเทศไทยว่า อุณหภูมิน้้าจะผันแปรอยู่ในช่วง 23.6-31.4 องศาเซลเซียส โดยแหล่งน้้าในภาคเหนือ
และภาคตะวันออกเฉียงเหนือจะมีอุณหภูมิน้้าที่มีค่าต่้าสุด อุณหภูมิน้้าในแหล่งน้้าภาคกลางจะสูงขึ้น 
และสูงสุดในภาคใต้ โดยความผันแปรของอุณหภูมิจะแตกต่างกันไปในแต่ละฤดูกาล (สิทธิชัย ตันธ
นะสฤษดิ์, 2549)  
  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้้าส่งผลโดยตรงต่อเมตาบอลิซึมของปลา ก่อให้เกิด
ความเครียดอันเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ เพราะปลาจะต้องพยายามปรับสภาพร่างกายให้
อยู่ในสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป ได้มีรายงานการศึกษาถึงผลของฤดูกาลและการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิน้้าต่อระบบภูมิคุ้มกันของปลาและค่าทางโลหิตวิทยารวมทั้งค่าสารชีวเคมีในเลือด (Kumari 
et al., 2006; Langston et al., 2002; Dominguez et al., 2005; De Pedro et al., 2005) และพบว่าการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าอย่างรวดเร็วมีผลท้าให้ปลามีภูมิคุ้มกันโรคลดลง แต่การเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิอย่างช้า ๆ ไม่ส่งผลต่อภูมิคุ้มกันของปลาอย่างมีนัยส้าคัญ ซึ่งได้มีการประเมินว่าถ้าอุณหภูมิ
น้้าเปลี่ยนไปประมาณ 4 ถึง 8 องศาเศลเซียส ภายในระยะเวลา 12 ถึง 24 ชั่วโมง ปลาจะมีภูมิคุ้มกัน
ลดลง และเสี่ยงต่อการเกิดโรค (Chen et al., 2004; Ndong et al., 2007)  ปัญหาการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิน้้าในประเทศไทย โดยเฉพาะฤดูหนาวมีการเปลี่ยนแปลงประมาณ 7-8 องศาเซลเซียสใน
รอบวัน (Fedoruk, 1981) นอกจากนี้เยาวนิตย์ ดนยดลและจีรนันท์  อุไรประสิทธิ์(2544) ได้ศึกษาผล
ของการลดอุณหภูมิน้้าต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันโรคในปลากะรังและปลากระพงขาว 
พบว่าปลาทั้ง 2 ชนิดมภีูมิคุ้มกันโรคลดลงเมื่ออุณหภูมิน้้าต่้าลง ในสภาพฤดูกาลบางช่วงของประเทศ
ไทย ที่น้้ามีอุณหภูมิต่้ากว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการด้ารงชีวิตของปลาดุก จะท้าให้ปลาดุกมี
ภูมิคุ้มกันโรคลดลง  
  การเลี้ยงปลาดุกลูกผสมมักนยิมเลี้ยงในสภาพความหนาแน่นสูง เพื่อให้ได้ผลผลิตต่อ
หน่วยพื้นที่สูง สภาพการเลี้ยงที่หนาแน่นส่งผลต่อความเครียดของปลาอีกทางหนึ่ง และสภาพที่มีการ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าในด้านอ่ืน ๆ ร่วมดว้ย เช่น ค่าความเป็นกรด-ด่าง    ค่าออกซิเจนละลายน้้า  
ฯลฯ จะร่วมกันส่งผลกระทบต่อการเกิดโรคในปลาดุกในฤดูหนาวและฤดูฝนได้  ได้มีรายงาน
การศึกษาว่าอุณหภูมิน้้าที่ไม่เหมาะสมก่อให้เกิดความเครียดกับปลาเพิ่มมากขึ้นเมื่อปลาอยู่ในสภาวะ
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ที่มีความเครียดจากการปนเปื้อนของโลหะหนักในน้้า และสารเคมีในน้้า (Prophete et al., 2006;Patra 
et al., 2007) 
  การศึกษาทางด้านระบบภูมิคุ้มกันในปลาจะให้ความส้าคัญกับค่าบ่งบอกถึงภูมิคุ้มกัน
แบบไม่จ้าเพาะเจาะจง (non-specific immunity หรือ innate immunity) เพราะเป็นระบบภูมิคุ้มกันที่
ท้าหน้าที่หลักในการปกป้องปลาจากเชื้อโรค เนื่องจากเป็นด่านแรกที่จะท้าลายเชื้อโรคที่เข้าสู่ร่างกาย
ปลา โดยจะท้าหน้าที่หลักในการท้าลายเชื้อโรคที่ปลาได้รับเป็นคร้ังแรก (Magnadottir, 2006) ค่าบ่ง
บอกภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะเจาะจง สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ คือ ภูมิคุ้มกันแบบสารน้้า 
และภูมิคุ้มกันแบบเซลล์ ผลการศึกษาส่วนใหญ่แสดงให้เห็นว่า เมื่ออุณหภูมิน้้าลดลงจะส่งผลให้ค่า
ภูมิคุ้มกันแบบสารน้้าลดลง ได้แก่   ys  ym      v  y           ative haemolytic completment 
(ACH 50        Nd  g      ., 2007; T         ., 1998  อุณหภูมิน้้าที่ต่้าลงส่งผลต่อค่าภูมิคุ้มกันแบบ
เซลล์ในปลาด้วยเช่นเดียวกัน โดยพบว่าจ้านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมดจะลดลงเมื่อปลาอยู่ในอุณหภูมิ
น้้าที่ต่้าลง (Ndong et al., 2007) และยังส่งผลท้าให้ค่า phagocytic activity ซึ่งเป็นการบ่งบอกถึง
ความสามารถในการจับกินสิ่งแปลกปลอมต่้าลง (Ndong et al., 2007) นอกจากนี้อุณหภูมิน้้าที่ต่้าลง
ท้าให้อัตราการท้างานของเซลล์ที่ท้าหน้าที่จับกินสิ่งแปลกปลอม ซึ่งวัดโดยการวัดค่า respiratory 
burst activity ลดลง (Chen et al., 2004; Ndong et al., 2007; Tort et al., 1998) ผลการศึกษาดังกล่าว
เหล่านี้เป็นข้อมูลที่อธิบายถึงผลของอุณหภูมิน้้าที่ต่้าลงต่อการลดลงของภูมิคุ้นกันในตัวปลา และการ
อ่อนแอต่อโรคของปลาในการเลี้ยงปลาในฤดูหนาวหรือฤดูกาลที่น้้ามีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 
สัตว์น้้ามีกลไกการตอบสนองต่อสภาวะความเครียด โดยในขั้นแรกสัตว์น้้าจะมีการ
ตอบสนองต่อความเครียดที่เกิดขึ้นผ่านทางระบบประสาทร่วมกับการหลั่งฮอร์โมน โดยการท้าให้เกิด
การหลั่งฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับความเครียด จากนั้นฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับความเครียดนี้จะส่งผลให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้านสรีรวิทยาในร่างกายของสัตว์น้้า และเมื่อสัตว์น้้ายังอยู่ในสภาวะ
ความเครียดอยู่ การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาจะส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต ภูมิคุ้มกันโรค และ
การสืบพันธุ์ (Wedemeyer, 1996)  
โดยปกติสัตว์ที่ใช้ออกซิเจนในกระบวนการหายใจจะมีกระบวนการต่าง ๆ ภายใน
ร่างกายท้าให้เกิด reactive oxygen species (ROS) ซึ่งได้แก่ superoxide anion radical (O2
-) , 
hydrogen peroxide (H2O2) และ hydroxyl radical (
OH) ในขณะเดียวกันก็จะมีกระบวนการในการ
ก้าจัด ROS เพื่อท้าให้อยู่ในสภาวะสมดุล กลไกในการก้าจัด ROS เกิดขึ้นได้ทั้งกระบวนการที่ใช้
เอ็นไซม์ (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, glutathione reductase) และ
กระบวนการที่ไม่ได้ใช้เอ็นไซม์ ซึ่งได้แก่การใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (Close and Hagerman, 2006) 
ถ้าหากร่างกายเกิดความสมดุลของกระบวนเกิดและการก้าจัด ROS เซลล์ก็จะไม่ได้รับอันตรายจาก 
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ROS ที่ผลิตขึ้น แต่ถ้าหากร่างกายเกิดการเสียสมดุลของกระบวนการผลิตและการก้าจัดก็จะเกิดภาวะ 
oxidative stress 
สัตว์น้้ามีการตอบสนองต่อสิ่งที่ก่อให้เกิดความเครียด (stressor) อย่างรวดเร็ว กลไก
การตอบสนองอันหน่ึงที่เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วเมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม คือ การเกิด
ภาวะ oxidative stress หรือเกิดภาวะที่เกิดอนุมูลอิสระมากจนท้าให้สมดุล และท้าให้เซลล์ถูกท้าลาย
ด้วยอนุมูลอิสระ (Heise et al., 2006) ดังนั้นจึงได้มีการใช้การศึกษาภาวะ oxidative stress ในสัตว์น้้า
เพื่อน้ามาประยุกต์ใช้เป็น biomarker ส้าหรับตรวจวัดสภาวะแวดล้อมทางน้้า ได้แก่ การใช้ภาวะ 
oxidative stress ในสัตว์น้้าส้าหรับการตรวจวัดสารพิษในน้้า (Jos et al., 2005; Farombi et al., 2008) 
วิธีการที่น้ามาใช้ในการวัดค่า oxidative stress มีหลายวิธีการ เช่น การวัดกระบวนการต้านอนุมูล
อิสระด้วยการวัดระดับเอ็นไซม์ที่เกี่ยวข้อง การวัดสภาวะที่เซลล์ถูกท้าลายด้วยอนุมูลอิสระโดยการวัด
โปรตีนและ/หรือดีเอ็นเอที่ถูกท้าลาย หรือการวัดค่า lipid peroxidation โดยการวิเคราะห์ค่า 
Malodialdehyde (Kohen and Nyska, 2002) 
  การเลี้ยงปลาในสภาพที่อุณหภูมิน้้าต่้าลงนี้ ท้าให้เกษตรกรมักจะป้องกันและรักษา
โรคโดยการใช้ยาปฏิชีวนะผสมในอาหารเพื่อเลี้ยงปลา ส่งผลให้เกษตรกรต้องมีต้นทุนการเลี้ยงสูงขึ้น
อันเนื่องมาจากการใช้ยาปฏิชีวนะเพื่อการรักษาและป้องกันโรค แต่ปัญหาที่หนักยิ่งไปกว่านั้นก็คือ 
ปัญหาการตกค้างของยาปฏิชีวนะในเนื้อปลาที่บริโภค นอกจากนี้การรักษาปลาที่เกิดโรคแล้วมักท้า
ได้ยาก อีกทั้งในระหว่างการรักษาย่อมมีการสูญเสียปลาไปจ้านวนหนึ่ง และการใช้ยาปฏิชีวนะจะต้อง
ระมัดระวังเร่ืองระยะเวลาการใช้และชนิดของยาซึ่งจะเป็นปัญหาของการดื้อยา เนื่องจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะในปริมาณที่ไม่เหมาะสมเป็นเวลานาน แบคทีเรียจะมีการพัฒนาสายพันธุ์ที่ดื้อยาท้าให้การ
รักษาครั้งต่อไปไม่ได้ผล  นอกจากนี้    s    d     m  199                         
                                                                       
   ไ             ปัจจุบันนักวิชาการและเกษตรกรส่วนใหญ่หันมาให้ความส้าคัญของการท้าให้
ปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยงมีสุขภาพดี แข็งแรง มีการสร้างภูมิคุ้มกันโรคไดต้ามปกติในสภาพแวดล้อมที่
เปลี่ยนไป เพื่อให้ปลามีความสามารถในการทนทานโรคในสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ได้ดีขึ้น  โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในสภาพที่น้้ามีอุณหภูมิต่้า การป้องกันโรคในระหว่างการเลี้ยงปลานอกจากจะท้าโดยการ
จัดการการเลี้ยงให้เหมาะสมกับปลาแล้ว การเสริมสารอาหารที่มีบทบาทต่อการเพิ่มภูมิคุ้มกันโรค ก็
เป็นอีกแนวทางหนึ่งในการป้องกันการเกิดโรคให้กับปลาได้ วิตามินซี และวิตามินอี เป็นสารอาหารที่
ปลาจ้าเป็นต้องได้รับ เพื่อใช้ในปฏิกิริยาชีวะเคมีและเมตาบอลิซึมภายในร่างกายปลาให้เป็นปกติ 
นอกจากนี้วิตามินทั้งสองชนิดยังเป็นสารที่มีความส้าคัญต่อระบบภูมิคุ้มกัน และมีคุณสมบัติเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งสามารถต้านความเครียดได้  ดังนั้นในสภาวะที่ปลาเกิดความเครียด ปลาอาจมี
ความจ้าเป็นต้องได้รับวิตามินทั้ง 2 ชนิดสูงขึ้นเพื่อน้าไปช่วยในระบบภูมิคุ้มกันโรคให้ท้างานได้ดีขึ้น 
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  วิตามินซี (ascorbic acid) (C6H8O6, MW =176.13)(ภาพที่ 1.3) ในอาหารมี 2 รูปแบบ 
ซึ่งร่างกายสามารถน้าไปใช้ได้ทั้ง 2 ชนิด คือ ascorbic acid และ dehydroascorbic acid วิตามินซีเป็น
สารที่มีความส้าคัญต่อกลไกทางชีวภาพในสัตว์ ได้แก่ วิตามินซีเป็นโคแฟกเตอร์ในปฏิกิริยา 
hydroxylation ที่เปลี่ยนไลซนีและโปรลีนไปเป็นไฮดรอกซีไลซีนและไฮดรอกซีโปรลีนตามล้าดับ 
ซึ่งเป็นไฮดรอกซีไลซีนและไฮดรอกซีโปรลีนเป็นสารที่ส้าคัญต่อกระบวนการสร้างคอลลาเจน 
คอลลาเจนที่แข็งแรงจะเป็น basement membrane ที่จ้าเป็นต่อความแข็งแรงของผนังหลอดเลือด 
กระดูก ฟัน และเน้ือเยื่อเกี่ยวพัน วิตามินซีเป็นสารที่ส้าคัญต่อการดูดซึมธาตุเหล็กในระบบทางเดิน
อาหาร โดยวิตามินซีจะช่วยท้าให้แร่ธาตุเหล็กอยู่ในรูป ferrous ion (Fe++) ซึ่งจะถูกดูดซมึผ่านผนัง
ล้าไส้ได้  วิตามินซีเป็นสารที่ช่วยป้องกันปฏิกิริยาออกซิเดชันในตัวกลางที่เป็นน้้า เป็นสารต้านอนุมูล
อิสระ และท้างานร่วมกับวิตามินอีในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในตัวกลางที่เป็นน้้ามัน วิตามินซีมี
ผลต่อการเพิ่มระบบภูมิคุ้มกัน  พบวิตามินซีสะสมในเม็ดเลือดขาว และวิตามินซีมีหน้าที่ช่วยในการ
ผลิต C1q ที่เป็นสารประกอบของคอมพลีเมนต์ ดังนั้นวิตามินซีจึงมีบทบาทส้าคัญส้าหรับการ
เจริญเติบโต และภูมิคุ้มกันโรค (Gabaudan and Verlhac, 2001) 
 
OH
L-ascorbic acid L-ascorbyl -2-monophosphate  
                
   ภาพที่ 1.3  โครงสร้างของวิตามินซี (L-ascorbic acid) และอนุพันธ์วิตามินซี  
                      (L-ascorbyl-2-monophosphate) 
   
  วิตามินซีเป็นสารที่จ้าเป็นต่อร่างกายปลา ปลาต้องได้รับเพื่อให้การเจริญเติบโต การ
สืบพันธุ์  และเพื่อให้กลไกทางชีวภาพ ด้าเนินได้อย่างปกติ ปลาส่วนใหญ่ไม่สามารถสังเคราะห์
วิตามินซีได้ภายในร่างกาย หรือสังเคราะห์ได้ในปริมาณที่ไม่เพียงพอ ปลาจ้าเป็นต้องได้รับวิตามินซี
จากอาหาร ในสภาพการเลี้ยงปลาที่ไม่หนาแน่นมาก ปลาจะได้รับวิตามินซีจากอาหารธรรมชาติ 
ได้แก่พวกแพลงก์ตอนพืช และพืชน้้า ในสภาพการเลี้ยงปลาอย่างหนาแน่น ปริมาณอาหารธรรมชาติ
ไม่เพียงพอ จ้าเป็นต้องเสริมวิตามินซีในอาหารปลา ได้มีข้อมูลการศึกษาในสัตว์น้้าหลายชนิดรายงาน
ว่าวิตามินซีมีผลในการเพิ่มค่าภูมิคุ้มกันโรคในปลาได้ โดยมีบทบาทในการป้องกันเซลล์ในร่างกาย
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ถูกท้าลายจากปฏกิิริยาออกซิเดชัน ซึ่งส่งผลให้ประสิทธิภาพการท้างานของคอมพลีเมนต์ 
(complement activity) การท้างานของเอนไซม์ไลโซไซม์ ประสิทธิภาพของการท้างานแบบฟาโกไซ
โตซีส (phagocytosis activity) สูงขึ้น (Li and Lovell, 1985; Navarre and Halver, 1989; Verlahc et 
al., 1998; Ortuno et al., 1999, 2001; Anbarasu and Chandran, 2001)   
ในปลาพบว่าวิตามินซี จัดเป็นสารอาหารที่ส้าคัญ การขาดวิตามินซี จะส่งผลเสียต่อ
หลายระบบสรีระหลายระบบในร่างกายปลา เช่น ปลาที่เลี้ยงจะมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง รูปร่าง
ปลาอาจผิดปกติได้ เช่น มีกระดูกโค้งงอ (scoliosis and lordosis)  ถ้าปลามีบาดแผลจะหายช้า ความ
ต้านทานต่อเชื้อโรคลดลง ความอดทนต่อการเปลี่ยนแปลงของคุณภาพน้้าที่อาศัยอยู่ลดลง ความ
ทนทานต่อความเครียดที่เกิดขึ้นเนื่องจากสารพิษต่าง ๆ ในน้้าได้ลดลง (NRC, 1993) ดังจะเห็นได้จาก
การทดลองของ Cuesta et al. (2002) เมื่อแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวจากไตตอนต้นของปลา seabream มา
เลี้ยงในสารอาหารที่ผสมวิตามินซ ีแล้ว พบว่าเซลล์ดังกล่าวมีระดับวิตามินซี ในเซลล์เพิม่มากขึ้น และ
ที่ส้าคัญพบว่าเซลล์ดังกล่าวมี natural cytotoxic activity เพิ่มสูงขึ้น การทดลองอีกการทดลองหนึ่ง
ของ Sealey และ Gatlin (2002a) ก็พบว่าวิตามินซี มีผลต่อการช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกันโรคของปลา โดยเมื่อ
เลี้ยงปลา striped bass ในอาหารที่มีวิตามินซี ในปริมาณต่้าสุดที่ปลาต้องการ แล้วท้าการแยกเซลล์ที่
ไตส่วนต้น พบว่าเซลล์ดังกล่าวสามารถท้าหน้าที่ในการก้าจัดเชื้อโรค (Phagocyte function) ได้มาก
ขึ้น 
  วิตามินอี  T                                ในธรรมชาติพบวิตามินอี 4 ชนิด 
ได้แก่ , , , และ  tocopherol          -tocopherol (ภาพที่ 1.4)                       
                                               นอีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ละลาย
อยู่ในไขมัน จึงช่วยปกป้องเซลล์ในร่างกายจากสารอนุมูลอิสระ โดยไปขัดขวางปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของผนังเซลล์ และปกป้องกรดไขมันไม่อ่ิมตัวจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยเฉพาะกรดไขมันใน
ร่างกายปลาจะมีองค์ประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูงมาก วิตามินอีช่วยในการก้าจัด ROS ที่
เกิดขึ้นท้าให้ ROS ไม่มีผลต่อปฏิกิริยาลูกโซ่ในการออกซิไดซ์กรดไขมันไม่อิ่มตัวสูงต่อไป (Frei and 
Ames, 1998) และได้มีการรายงานว่ามีความส้าคัญต่อการท้างานของระบบสืบพันธุ์ให้เป็นปกติ  
(Azzi and Stocker, 2000)    
  ข้อมูลวิชาการบ่งบอกถึงความส้าคัญของวิตามินอีต่อระบบภูมิคุ้มกันในปลา โดย
วิตามินอีมีผลต่อการเพิ่มประสิทธิภาพการท้างานของคอมพลีเมนต์ (complement activity) การ
ท้างานของเอนไซม์ไลโซไซม์ ประสิทธิภาพของการท้างานแบบฟาโกไซโตซีส (phagocytosis 
activity) สูงขึ้น (Ortuno et al., 2001; Chen et al., 2004) ในปลา striped bass พบว่า วิตามินอี มี
บทบาทต่อหน้าที่การจับกินเชื้อโรคของเซลล์ (phagocyte function) ที่บริเวณไตตอนต้น (Sealey and 
Gatlin, 2002b) การทดลองของ George et al. (2000) พบว่าเมื่อเลี้ยง epithelioma papulosum cyprinid 
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cell line ในสารอาหารที่ขาดวิตามินอี เซลล์ดังกล่าวมีความทนทานต่อสารพิษต่าง ๆ ต่้า และเซลล์มี
ความทนทานต่อสารพิษต่าง ๆ เพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้ชัดเมื่อมีการเติมวิตามินอี ลงในสารอาหาร การ
ทดลองในปลา seabream (Sparus aurata L.) ก็พบว่าวิตามินช่วยเพิ่มความทนทานต่อสารพิษในเซลล์
เม็ดเลือดขาว (Cuesta et al. 2001) นอกจากนี้การทดลองของ Puangkaew et al. (2004) ที่ทดลองเลี้ยง
ปลาเรนโบว์เทร้าด้วยอาหารที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูง  P  y  s            y    d’ PUF   ในปริมาณ
สูง พบว่าเมื่อเพิ่มวิตามินอี ในอาหารที่มี PUFA สูงมากกว่าระดับที่ต้องการเพื่อการเจริญเติบโตเป็น
ปกติ จะท้าให้ระบบภูมิคุ้มกันโรคของปลาเรนโบว์เทร้า (Onchorhynchus mykiss) ดีขึ้นอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ  
 
 
        ภาพที่ 1.4  โครงสร้างของวิตามินอี (Alpha-tocopherol) และสารอนุพันธ์วิตามินอี  
                           (Alpha-tocopheryl acetate) 
 
  วิตามินซีและวิตามินอีมักจะถูกออกซิไดซ์ได้ง่าย ในทางการใช้เป็นสารเสริมใน
อาหารสัตว์ จึงได้มีการผลิตในรูปของสารอนุพันธ์วิตามินซีและวิตามินอี เพื่อให้มีความคงตัวใน
อุณหภูมิปกติได้นาน และสามารถออกฤทธิ์ในร่างกายสัตว์ได้ ได้มีการผลิตอนุพันธ์ของวิตามินซี
หลายชนิดได้แก่ แต่ชนิดที่นิยมในการใช้เป็นสารเสริมในอาหารสัตว์น้้ามักจะมีสองรูปด้วยกันคือ L-
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ascorbyl-2-sulfate และ L-ascorbyl-2-phosphate (ภาพที่ 1.3) ได้มีรายงานการศึกษาในปลา channel 
catfish พบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินซี L-ascorbyl-2-phosphate ให้ผลดีกว่าการใช้วิตามินซีในรูป
ของ L-ascorbyl-2-sulfate (El Naggar and Lovell, 1991) L-ascorbyl-2-phosphate ถูกสังเคราะห์โดยมี
การแทนหมู่ไฮดรอกซิลที่ต้าแหน่งที่ 2 ด้วยหมู่ฟอสเฟต ท้าให้เพื่อความคงทนได้ และได้ถูกน้ามา
ศึกษาถึงผลการเสริมในอาหารปลาหลายชนิด (Wang et al., 2003; Chen et al., 2007) กลไกในย่อย
และการดูดซึม L-ascorbyl-2-phosphate นั้นสามารถอธิบายได้ว่า L-ascorbyl-2-phosphate ถูกย่อยด้วย
เอ็นไซม์ฟอสฟาเตสที่ล้าไส้เล็ก และถูกดูดซึมเข้าสู่ผนังล้าไส้เล็กด้วยกระบวนการ sodium-ascorbate 
cotransport ผ่าน enterocyte ของล้าไส้เล็ก (Matusiewicz and Dabrowski, 1995; Wilson, 2005)  และ
วิตามินอีที่นิยมใช้เป็นสารเสริมในอาหารสัตว์น้้าจะอยู่ในรูปของสารอนุพันธ์ tocopheryl acetate 
(ภาพที่ 1.4) วิตามินอีถูกดูดซึมผ่านผนังทางเดินอาหารที่ล้าไส้เล็กเช่นเดียวกับกลไกการดูดซึมไขมัน 
ซึ่งเกี่ยวข้องกับ การเกิด emulsification หรือเกิดโครงสร้างไมเซลล์ผสม (mixed micelle) โดยการ
อาศัยน้้าด ีเมื่อผ่านผนังล้าไส้เล็กจะรวมตัวกับโปรตีนเป็นchylomicron ซึ่งจะถูกปล่อยเขา้สู่ระบบ
น้้าเหลือง (lymphatic system) และผ่านเข้าสู่กระแสโลหิตเพื่อล้าเลียงไปยังเน้ือเยื่อต่าง ๆ (Traber et 
al., 1993)  
  แม้ว่าวิตามินซีไม่ได้จัดเป็นสารอาหารที่มีหน้าที่หลักต่อการเร่งเจริญเติบโตในปลา 
แต่ก็มีรายงานการศึกษาในปลาดุกอัฟริกัน พบว่าการเสริมวิตามินซีที่ระดับ 50 mg/kgเพียงพอต่อการ
เจริญเติบโตแบบปกติ และไม่พบว่าปลาดุกอัฟริกันแสดงอาการขาดเมื่อได้รับการเสริมวิตามินซีที่
ระดับดังกล่าว แต่พบว่า การเสริมวิตามินซีที่ระดับเพิ่มขึ้น 1500 mg/kgมีผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการ
เจริญเติบโตของปลาดุกอัฟริกัน (Adewolu and Aro, 2009) นอกจากนี้มีรายการศึกษาเกี่ยวกับบทบาท
ของวิตามินอีต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต พบว่าเมื่อเพิ่มระดับการเสริมวิตามินอีในอาหารมีผลต่อ
การเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโตในปลา seabream, ปลาเรนโบว์เทร้า, ปลา piracucu และปลา rohu 
(Tocher et al., 2002; Pearce et al., 2003; Sau et al., 2004)  
ถึงแม้ว่าจะมีการทดลองการใช้วิตามินซีและวิตามินอีในการเพิ่มภูมิคุ้มกันโรคในปลา
ที่ได้รับความเครียดเน่ืองจากปัจจัยอื่น ๆ ในปลาหลายชนิดก็ตาม แต่การใช้วิตามินซีและวิตามินอีเพื่อ
เพิ่มภูมิภูมิคุ้มกันให้กับปลาในสภาวะการเลี้ยงที่อุณหภูมิน้้าต้่ายังมีการศึกษาน้อยมาก และมีการศึกษา
น้อยมากในปลาเขตร้อน การเสริมวิตามินสองชนิดในอาหารปลาดุกลูกผสมน่าจะส่งผล
                                         ฉ   เมื่อ  ณ         ม่เหมาะสม ซึ่งการ
จัดการและการควบคุมอุณหภูมิน้้าในการเลี้ยงปลา ในด้านการจัดการด้านอ่ืน ๆ นั้นท้าได้ยาก ไม่
คุ้มค่าต่อการลงทุนในการเลี้ยงปลาเชิงพาณิชย์ ดังน้ันในโครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะพัฒนา
สูตรอาหารเพื่อหาความเหมาะสมของระดับการเสริมวิตามินเพื่อเพิ่มภูมิคุ้มกันโรคให้กับปลาดุก 
โดยเฉพาะในสภาพการเลี้ยงที่อุณหภูมิน้้าเย็นลงซึ่งเป็นสภาวะที่ปลาดุกจะมีความเครียดมากกว่า
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สภาพปกติ  ผลการศึกษานี้อาจท้าให้เกิดข้อมูลทางวิชาการที่เป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรที่จะน้าไปใช้
ในการเลี้ยงปลานอกฤดูกาล   
 
วัตถุประสงค์ 
1. เพื่อศึกษาถึงผลของอุณหภูมิน้้าต่อค่าทางโลหิตวิทยาและค่า lipid peroxidation ของปลาดุก
ลูกผสม 
2. เพื่อท้าให้ทราบระดับของการเสริมวิตามินซีในอาหารและระยะเวลาการเสริมวิตามินซีที่
เหมาะสมต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต สภาวะทางโลหิตวิทยา และค่าทางภูมิคุ้มกันแบบไม่
จ้าเพาะ ในปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่้า 
3. เพื่อท้าให้ทราบระดับของการเสริมวิตามินอีในอาหารและระยะเวลาการเสริมวิตามินอีที่
เหมาะสมต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต สภาวะทางโลหิตวิทยา และค่าทางภูมิคุ้มกันแบบไม่
จ้าเพาะ ในปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่้า 
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาครั้งน้ีมุ่งเน้นที่จะศึกษาถึงผลของการเสริมวิตามินซีและวิตามินอีในอาหาร
ต่อปลาดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบด้วยน้้าอุณหภูมิต่้า  เพื่อท้าให้ทราบค่าระดับการเสริมของวิตามินทั้ง
สองต่อการเสริมสุขภาพของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะความเครียดจากอุณหภูมิน้้า ในการศึกษา
คร้ังนี้จะใช้สารอนุพันธ์วิตามินซีและวิตามินอี ซึ่งได้แก่ L-ascorbyl-2-monophosphate และ 
tocopheryl actate ตามล้าดับ เสริมในอาหารปลาดุกลูกผสม ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วน้ามาเลี้ยง
ปลาดุกลูกผสมเป็นระยะเวลา 2 เดือน ในระหว่างการเลี้ยงจะน้าปลาดุกลูกผสมไปทดสอบการเปลี่ยน
อุณหภูมิน้้าอย่างฉับพลัน (19 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยจะท้าการทดสอบอุณหภูมิน้้า 2 
คร้ังได้แก่ คร้ังแรกที่ 4 สัปดาห์หลังจากเลี้ยงปลาดุกทดลองเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และคร้ังที่ 2 ก็คือ
หลังจากเลี้ยงปลาดุกลูกผสมเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ จากนั้นท้าการเก็บตัวอย่างเลือดปลาเพื่อ
วิเคราะห์ค่าทาโลหิตวิทยา และค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ ได้แก่ ปริมาณเอ็นไซม์ไลโซไซม์  
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน ค่าคอมพลีเมนต์  
การวิจยัคร้ังนี้ยังได้ท้าการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิน้้าต่้า-สูง ในธรรมชาติที่มักจะวัด
ได้ในประเทศไทย ต่อค่าทางโลหิตวิทยาและ lipid peroxidation ในตับและไตปลา ซึ่งเป็นอวัยวะที่
ส้าคัญต่อกระบวนการเมตาโบลิซึม และภูมิคุ้มกันในปลา 
นอกจากนี้ในระหว่างการทดลองจะท้าการศึกษาถึงผลของการเสริมวิตามินซีและ
วิตามินอีในอาหารต่อการสะสมของอนุพันธ์วิตามินดังกล่าวในตับปลา ตลอดจากท้าการเก็บข้อมูล
สมรรถนะการเจริญเติบโต และอัตราการรอด  
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ประโยชน์ท่ีได้รับจากการวิจัย 
 1. ท้าให้ทราบระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซี และระยะเวลาการเสริมอนุพันธ์
วิตามินซีในอาหารส้าหรับเลี้ยงปลาดุกลูกผสม เพื่อรักษาสุขภาพปลาหรือบรรเทาอันตรายที่จะเกิด
ขึ้นกับปลาดุกลูกผสมเพื่อประสบภาวะความเครียดจากน้้าอุณหภูมิต่้า  
 2. ท้าให้ทราบระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอี และระยะเวลาการเสริมอนุพันธ์
วิตามินอีในอาหารส้าหรับเลี้ยงปลาดุกลูกผสม เพื่อรักษาสุขภาพปลาหรือบรรเทาอันตรายที่จะเกิด
ขึ้นกับปลาดุกลูกผสมเพื่อประสบภาวะความเครียดจากน้้าอุณหภูมิต่้า  
 3. เพื่อให้ทราบถึงผลและระดับของการเสริมอนุพันธ์วิตามินทั้งสองต่อสมรรถนะการ
เจริญเติบโต และอัตราการรอดของปลาดุกลูกผสม 
 4. เพื่อให้ทราบถึงข้อมูลทางวิชาการถึงผลของอุณหภูมิน้้าระหว่าง 26-34 องศา
เซลเซียส ต่อค่า lipid peroxidation และค่าทางโลหิตวิทยา 
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บทที ่2 
วิธีการด าเนินการวิจัย 
  
การวิจัยครั้งนี้แบ่งออกเป็น 3 การทดลอง  การทดลองที่ 1 เป็นการศึกษาผลของ
อุณหภูมิน้้าต่อค่าทางโลหิตวิทยา และ lipid peroxidation ที่ตับ และ ไต เพื่อเป็นการศึกษาผลของการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าต่อการเปลี่ยนแปลงทางโลหิตวิทยาและการเกิดอนุมูลอิสระในอวัยวะที่
ส้าคัญต่อเมตาบอลิซึมและภูมิคุ้มโรค การทดลองที่ 2 เป็นการศึกษาผลของการเสริมวิตามินซีต่อปลา
ดุกลูกผสมในสภาวะน้้าที่อุณหภูมิต่้า โดยเลือกการทดสอบอุณหภูมิน้้าต้่าที่มักจะเกิดขึ้นในฤดูหนาว
ในบางพื้นที่ เช่น ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และการทดลองที่ 3 เป็นการศึกษาผลของการเสริมวิตามิน
อีต่อปลาดุกลูกผสมในสภาวะน้้าอุณหภูมิต่้า ทั้งสามการทดลองด้าเนินการที่ฟาร์มหาวิทยาลัย แผนก
สัตว์น้้า (ฟาร์ม มทส.) และ อาคารศูนย์เคร่ืองมือ 1 และ 3  
 
การทดลองท่ี 1  ผลของอุณหภูมิน้ าต่อค่าทางโลหิตวิทยา และ ค่า Lipid peroxidation ท่ีตับและไต  
 
1. แผนการทดลอง 
 การศึกษาคร้ังนี้เป็นการเปรียบเทียบค่าทางโลหิตวิทยา และ ค่า Lipid peroxidation 
ของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้าที่แตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 26, 30 และ 34 องศาเซลเซียส ในช่วงเวลา 
24 ชั่วโมง ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized design) ซึ่งประกอบด้วย
กลุ่มทดลอง 3 กลุ่มทดลองที่อุณหภูมิน้้าแตกต่างกัน 3 ระดับ ดังนี้ 
 
กลุ่มทดลอง อุณหภูมิน้้า (C) 
1 
2 
3 
  26 
30 
34 
 
2. ปลาทดลอง และการทดสอบอุณหภูมิน้ า  
 ปลาดุกที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้เป็นปลาดุกลูกผสม (Clarias macrocephalus x C. 
gariepinus) ได้จากฟาร์ม มทส. ขนาดประมาณ 50-60 กรัม เร่ิมการทดลองโดยท้าการเลี้ยงปลาในตู้
ทดลอง เพื่อปรับสภาพ จ้านวนตู้ละ 18 ตัว ตู้ทดลองที่ใช้ในคร้ังนี้มีขนาด 60 * 30 * 45 ลูกบาศก์
เซนติเมตร (กว้าง *  ยาว * สูง) เลี้ยงปลาดุกลูกผสมแบบให้อากาศในน้้าตลอดเวลา เป็นระยะเวลา 1 
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เดือน ให้อาหารวันละ 2 คร้ังแบบ ให้กินแบบเต็มที่ ท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าในตู้ปลาทุก ๆ 3 วัน ท้าการ
บันทึกอุณหภูมิน้้าในระหว่างที่ท้าการให้อาหาร อุณหภูมิน้้าตลอดการเลี้ยงอยู่ในช่วง 28-30 องศา
เซลเซียส  
 หลังจากปรับสภาพการเลี้ยง น้าปลามาทดสอบอุณหภูมิน้้า ที่ 24, 30 หรือ 34 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และเก็บตัวอย่างเลือดและอวัยวะเพื่อวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยา
และค่า lipid peroxidation ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง  
 
3. การเก็บตัวอย่างเลือด และอวัยวะ 
 หลังจากที่ปลาของแต่ละกลุ่มทดลองผ่านการทดสอบอุณหภูมิน้้า แล้วท้าการสลบ
ปลาด้วยการน้าปลาไปแช่ในน้้าที่มี phenoxy ethanol ที่ระดับความเข้มข้น 300 mg/L ท้าการเก็บ
ตัวอย่างเลือดปลา โดยใช้เข็มขนาด 21 g เจาะเลือดที่เส้นเลือด dorsal aorta ใส่ในหลอดที่มี 15 % 
Na2EDTA ในปริมาตร 2.0 % ของปริมาณเลือดเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยา จากนั้นท้า
การผ่าช่องท้องปลาเพื่อเก็บตับและไต  
 
4. การวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยา 
การวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยาท้าในตัวอย่างเลือดที่มี EDTA  
 
4.1 การนับจ านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด (Total red blood cell count) 
ท้าการเจือจางเลือดแดงให้ได้สัดส่วน 1:200 แล้วหยดสารละลายเลือดลงใน 
Hemocytometer แล้วทิ้งไว้สักครู่หนึ่งจนสารละลายเซลล์เม็ดเลือดหยุดนิ่ง ท้าการนับจ้านวนเม็ดเลือด
แดง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า โดยนับจากสี่เหลี่ยมจัตุรัส 5 ช่อง (medium-sized 
square) ค้านวณจ้านวนเม็ดเลือดแดงต่อ 1 ไมโครลิตรของเลือด (mm3) ได้เท่ากับ จ้านวนเม็ดเลือดแดง
ที่นบัได้ x 10,000  
 
4.2 การวิเคราะห์ค่าฮีโมโกลบิน (Hemoglobin concentration; Hb) 
วิเคราะห์ค่าฮีโมโกลบินในเลือดโดยใช้เคร่ืองวิเคราะห์  Advia® 60 hematology 
system (Bayer Healthcare, NY) 
 
4.3 การวิเคราะห์ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (Pack cell volume) 
ใช้หลอด microcapillary tube ดูดเลือดตัวอย่าง แล้วน้าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที แล้วอ่านค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%) ด้วย microhematocrit reader  
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4.4 การค านวณค่าดัชนีของเม็ดเลือดแดง  
ด้วยสูตรการค้านวณที่รายงานใน (Rodak et al., 2007) ดังนี ้
ค่าดัชนีเม็ดเลือด หน่วย การค านวณ 
Mean corpuscular volume 
(MCV) 
femtoliters 
(fL) 
ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%) x (10/จ้านวนเม็ดเลือดแดง
(x1012/L)) 
Mean corpuscular 
hemoglobin (MCH) 
Picogram 
(pg) 
ฮีโมโกลบิน (g/dL) x (10/จ้านวนเม็ดเลือดแดง(x1012/L)) 
Mean corpuscular 
hemoglobin concentration 
(MCHC) 
g/dL ฮีโมโกลบิน (g/dL) x (100/ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%)) 
 
 
5. การวิเคราะห์ Nitroblue tetrazolium (NBT) 
เป็นการวิเคราะห์ superoxide anion (O2
-) ที่เกิดขึ้นจากกิจกรรม Respiratory burst 
ของเม็ดเลือดขาว ตามวิธีของ Taoka et al. (2006) การวัดจะเป็นการวัดค่าการลดลงของ nitroblue 
tetrazolium:NBT ซึ่งถูกเปลี่ยนเป็น formazan โดย superoxide anion (O2
-) ที่เกิดขึ้น  
ผสมเลือดตัวอย่าง 100 ไมโครลิตรกับสารละลาย 0.2 % NBT 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที แล้วดูดสารลายผสมของเลือดและ NBT 100 ไมโครลิตรใส่ใน
หลอดแก้วที่มี dimethyl formamide (DMF) 2.0 มิลลิลิตร แล้วน้าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อ
นาที 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วอ่านการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช้ DMF 
เป็น blank 
  
6. การวิเคราะห์ค่า Lipid peroxidation ในตับและไต ของปลาดุกลูกผสม 
 ชั่งตัวอย่างเนื้อเยื่อตับหรือไต แล้วเติมบัฟเฟอร์ 20 mM PBS pH 7.4 ที่แช่เย็นลงใน
ตัวอย่างตับหรือไต ในอัตราส่วน 10 มิลลิลิตรต่อเนื้อเยื่อตัวอย่าง 1 กรัม แล้วเติม 0.5 M BHT ใน
อัตราส่วน 10 ไมโครลิตรต่อ1 มิลลิลิตรของบัฟเฟอร์ที่ผสมกับเนื้อเยื่อ เพื่อป้องกันการเกิดออกซิเดชัน 
ท้าการบดตัวอย่างเน้ือเยื่อในน้้าแข็ง   
จากนั้นน้าสารสกัดไปปั่นเพื่อแยกตะกอนเน้ือเยื่อ แยกเอาส่วนใสของสารสกัดมาวัด
ค่าความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้ชุดทดสอบ  Colorimetric Lowry micro-method (Sigma)  เก็บ
ตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน้ามาวิเคราะห์ค่า lipid peroxidation 
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การศึกษาคร้ังนี้ใช้การวิเคราะห์ค่า lipid peroxidation โดยการวิเคราะห์ 
malondialdehyde (MDA) และ 4-hydroxyalkenals (HAE) โดยการใช้ชุดทดสอบ Lipid Peroxidiation 
Microplate Assay Kit (Oxford Biomedical Research) ค่าที่ได้แสดงในรูปของ (nmol/mg protein) 
 
 7. การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 
การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติในคร้ังนี้ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป SPSS for 
windows, version 10 (SPSS Inc, Chicago, IL) วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยการวิเคราะห์
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของแต่ละกลุ่มทดลอง
โดยวิธี D      ’s m           g    s  และยอมรับผลความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ 
P<0.05 
 
การทดลองท่ี 2   ผลของการเสริมวิตามินซีต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภูมิต้านทานโรคแบบไม่จ าเพาะ
เจาะจงในสภาวะน้ าอุณหภูมิต่ า 
  
1. แผนการทดลอง 
 การศึกษาคร้ังนี้ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized design) 
ซึ่งประกอบด้วยกลุ่มทดลอง 5 กลุ่มทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารที่เสริมวิตามินซีที่แตกต่างกัน 5 ระดับ 
แต่ละกลุ่มทดลองประกอบด้วยจ้านวนซ้้า 3 ซ้้า โดยมีการจัดกลุ่มทดลองตามระดับวิตามินซี ดังนี้ 
 
กลุ่มทดลอง ระดับวิตามินซีที่เสริมในอาหาร 
(mg/kg) 
1 
2 
3 
4 
5 
  250 
  500 
1000 
1500 
2000 
 
2. อาหารทดลอง 
 อาหารทดลองในคร้ังนี้ผลิตที่ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี แผนกสัตว์น้้า 
(ฟาร์ม มทส.) วัตถุดิบที่ใช้ในการท้าผลิตอาหาร แสดงดังตารางที่ 2.1 โดยจัดซื้อจากแหล่งจ้าหน่าย
วัตถุดิบอาหาร ในจังหวัดนครราชสีมา ท้าการชั่งวัตถุดิบอาหารตามสัดส่วนที่แสดงในตารางที่ 2.1 
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แล้วน้ามาบด ด้วยเคร่ืองบดวัตถุดิบแบบแห้ง น้าเข้าเคร่ืองผสมให้เข้ากัน แล้วจึงน้าเข้าเคร่ืองอัดเม็ด
อาหารแบบลอยน้้า ตรวจสอบการลอยน้้าของเม็ดอาหาร จากนั้นน้าอาหารเม็ดเข้าอบแห้งที่อุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท้าการตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีในอาหาร 
  
ตารางท่ี 2.1  สัดส่วนของวัตถุดิบในอาหารปลาดุกลูกผสม และองค์ประกอบทางเคมี   
วัตถุดิบอาหาร เปอร์เซ็นต์ 
ปลาป่น 
กากถั่วเหลือง 
ปลายข้าว 
ร้าข้าว 
มันเส้น 
น้้ามันถั่วเหลือง 
 
องค์ประกอบทางเคมี 
วัตถุแห้ง 
โปรตีน 
ไขมัน 
เถ้า 
ไฟเบอร์ 
Nitrogen free extractก 
พลังงานรวมข (kcal/kg) 
36.0 
25.0 
14.5 
12.0 
10.0 
2.5 
 
 
91.85 
28.29 
8.41 
10.37 
3.55 
31.23 
4241.69 
กNitrogen free extract (NFE) (%)  =  
100 - (ความชื้น (%) + โปรตีน (%) +ไขมัน (%) + เถ้า (%) +ไฟเบอร์ (%)) 
ขพลังงานรวม (kcal/kg) (NRC, 1993)  =  
10 x (โปรตีน x 5.65 (kcal/g)) + (ไขมัน x 9.45 (kcal/g)) + (NFE x 4.11 (kcal/g)) 
  
น้าอาหารเม็ดที่ใช้ในการทดลองมาเสริมวิตามินตามระดับที่ได้ก้าหนดไว้ โดยวิตามิน
ซีที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้ จะอยู่ในรูปของ L-ascorbyl-2-monophosphate (Stay C-35, Hofmann-La 
Roche, Basel, Switzerland) โดยการละลาย L-ascorbyl-2-monophosphate ตามระดับที่ก้าหนดในน้้า
กลั่นในอัตราส่วน 60 มิลลิลิตรต่ออาหารปลา 1 กิโลกรัม ผสมคลุกเคล้าให้ทั่ว แล้วน้ามาเคลือบเม็ด
อาหารด้วยน้้ามันพืช (น้้ามันถั่วเหลือง) ในอัตรา 2.5 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นท้าการตรวจสอบระดับ
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วิตามินซีในอาหาร ผลการวิเคราะห์แสดงดังตารางที่ 2.2โดยการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC อาหารที่
ใช้ในการทดลองคร้ังนี้จะเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ตารางท่ี 2.2  ระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซี L-ascorbyl-2-monophosphate และปริมาณที่
วิเคราะห์ได้ในอาหารปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลอง 
กลุ่มทดลอง ระดับวิตามินซีท่ีเสริมในอาหาร 
(mg/kg) 
ปริมาณท่ีวิเคราะห์ได้ในอาหาร 
(mg/kg) 
1 
2 
3 
4 
5 
  250 
  500 
1000 
1500 
2000 
276.50 
574.57 
1191.60 
1492.51 
2014.54 
 
3. ปลาทดลอง ระบบการเลี้ยงปลา และการให้อาหารในระหว่างการทดลอง  
 ปลาดุกที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้เป็นปลาดุกลูกผสม (Clarias macrocephalus x C. 
gariepinus) ได้จากฟาร์ม มทส. ขนาดประมาณ 14-16 กรัม เร่ิมการทดลองโดยท้าการสุ่มปลาทดลอง
ลงในตู้ทดลอง จ้านวนตู้ละ 18 ตัว ตู้ทดลองที่ใช้ในคร้ังนี้มีขนาด 60 * 30 * 45 ลูกบาศก์เซนติเมตร 
(กว้าง *  ยาว * สูง) เลี้ยงปลาดุกลูกผสมแบบให้อากาศในน้้าตลอดเวลา  
 ท้าการเลี้ยงปลาเพื่อปรับสภาพเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ด้วยอาหารพื้นฐานที่ไม่ได้เสริม
วิตามินซี แล้วจึงเร่ิมเลี้ยงปลาด้วยอาหารตามสูตรที่ก้าหนด โดยให้อาหารวันละ 2 คร้ังแบบ ให้กิน
แบบเต็มที่ ท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าในตู้ปลาทุก 3 วัน ท้าการบันทึกอุณหภูมิน้้าในระหว่างที่ท้าการให้
อาหาร อุณหภูมิน้้าตลอดการเลี้ยงอยู่ในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการเลี้ยงปลาทดลอง 8 
สัปดาห์ โดยท้าการบันทึกน้้าหนักปลา และน้้าหนักอาหารที่ปลาได้รับเมื่อสิ้นสุดสัปดาห์ที่ 4 และ
สัปดาห์ที่ 8 ตลอดระยะเวลาการทดลอง ถ้าพบปลาตายน้าออกและท้าการบันทึกข้อมูล 
 
4. การวิเคราะห์วิตามินซี 
 การศึกษาคร้ังนี้ได้ท้าการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในอาหารปลาทดลองและในตับ
ของตัวอย่างปลาที่ได้รับอาหารทดลอง 
  
4.1 การสกัดวิตามินซีจากอาหารปลาทดลอง 
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 การสกัดวิตามินซีในอาหารได้ท้าตามวิธีการวิเคราะห์ที่ได้รายงานโดยบริษัทผู้ผลิต 
Stay C-35 (Roche) โดยมีการดัดแปลงให้เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการดังรายละเอียดต่อไปนี้ น้า
อาหารที่ต้องการวิเคราะห์มาประมาณ 5 กรัม ชั่งให้ได้น้้าหนักแน่นอน บดให้ละเอียดแล้วน้าไปสกัด
ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์  (388 mM phosphate buffer pH 3.0) ปรมิาตร 50 มิลลิลิตร 15 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน้าสารสกัดไปปั่นที่ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
10 นาที น้าสารละลายส่วนใสมากรองผ่าน syringe filter (0.45 m) ก่อนน้าไปวิเคราะห์ปริมาณ
วิตามินซีด้วยเคร่ือง HPLC 
  
4.2 การสกัดวิตามินซีจากตัวอย่างตัวปลา 
 ท้าการเก็บตัวอย่างตบัปลาส้าหรับวิเคราะห์วิตามินซี หลังจากปลาทดลองได้รับ
อาหารของแต่ละกลุ่มทดลองเป็นเวลา 20, 40 และ 60 วัน โดยท้าการสุ่มปลาครั้งละ 3 ตัวต่อซ้้าของ
กลุ่มทดลอง น้าตับปลาออกมาจากตัวอย่างปลาที่สุ่ม ชั่งน้้าหนัก แล้วบดตับตัวอย่างในบัฟเฟอร์ (388 
mM phosphate buffer pH 3.0) ปริมาตร 20  มิลลิลิตรต่อตับปลา 1 กรัม ในน้้าแข็ง แล้วน้าไป 
sonication 3 นาที ในน้้าแข็ง จากนั้นน้าสารสกัดไปปั่นที่ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 10 นาที น้าสารละลายส่วนใสมากรองผ่าน syringe filter (0.45 m) ก่อนน้าไป
วิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีด้วยเครื่อง HPLC 
  
4.3 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีด้วยเคร่ือง HPLC 
 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซี ท้าโดยใช้ reverse phase  HPLC (HP 1100) C18 
column (4.6 mm ID x 250 mm) วิเคราะห์ด้วย UV-detector (ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) mobile 
phase ได้แก่ สารละลายผสมของ Eluent1/Eluent2 ในอัตราส่วน 3:7 (Eluent 1 : 79 mM potassium 
dihydrogen phosphate, 0.2 % 1,5-dimethylhexylamine, pH3; Eluent 2: 98 ml Acetonitrile, 42 ml 
ethanol) 
  
5. การทดสอบปลาดุกในสภาวะท่ีน้ าอุณหภูมิต่ า 
 ในการศึกษาครั้งน้ีได้ศึกษาผลของการเสริมวิตามินซีในอาหารต่อปลาดุกเมื่ออยู่ใน
สภาพที่อุณหภูมิน้้า 19 องศาเซลเซียส โดยสุ่มปลาดุกลกูผสมจากแต่ละตู้ทดลอง (ซ้้า) จ้านวน 3 ตัว
ต่อตู้ทดลอง แล้วน้าปลาดุกลูกผสมมาทดสอบในน้้าอุณหภูมิ 19 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นการน้าปลาดุก
ลูกผสมมาผ่านการลดอุณหภูมิน้้าอย่างรวดเร็ว (อัตราการเปลี่ยนอุณหภูมิ 0.1 องศาเซลเซียสต่อนาที ) 
การศึกษาคร้ังนี้ท้าการทดสอบ 2 คร้ัง ได้แก่หลังจากเลี้ยงด้วยอาหารของแต่ละกลุ่มทดลองเป็นเวลา 4 
และ 8 สัปดาห์  ดังแผนภาพดังนี้ 
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6. การเก็บตัวอย่างเลือด 
 หลังจากที่ปลาของแต่ละกลุ่มทดลองผ่านการทดสอบอุณหภูมิน้้า แล้วท้าการสลบ
ปลาด้วยการน้าปลาไปแช่ในน้้าที่มี phenoxy ethanol ที่ระดับความเข้มข้น 300 mg/kg ท้าการเก็บ
ตัวอย่างเลือดปลา โดยใช้เข็มขนาด 21 g เจาะเลือดที่เส้นเลือด dorsal aorta แล้วแบ่งเลือดเป็นสอง
ส่วน ส่วนที่หนึ่งใส่ในหลอดที่มี 15 % Na2EDTA ปริมาตร 2.0 % ของปริมาณเลือดเพื่อใช้ในการ
วิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยาและเก็บตัวอย่างพลาสมา อีกส่วนหน่ึงใส่ในหลอดทดลองส้าหรับเก็บ
ซีรัมเพื่อให้เลือดแข็งตัว  เก็บตัวอย่างพลาสมาโดยการปั่นที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที และเก็บตัวอย่างซีรัมโดยการปั่นที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิห้อง10 นาที ตัวอย่างพลาสมาและซีรัมจะเก็บทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
น้ามาใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง 
 
7. การวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยา 
ท้าการวิเคราะห์ จ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด ปริมาณฮีโมโกลบิน ค่าเม็ดเลือดแดงอัด
แน่น และค้านวณค่าดัชนีของเม็ดเลือดแดง เช่นเดียวกับวิธีการที่อธิบายไว้ในข้อ 4 ของการทดลองที่ 
1  
 
กลุ่มทดลอง 1 
กลุ่มทดลอง 2 
กลุ่มทดลอง 3 
กลุ่มทดลอง 4 
กลุ่มทดลอง 5 
สัปดาห์ 
1-4 5-8 
เริ่มให้อาหารตามกลุ่มทดลอง 
ทดสอบอุณหภูมิน้้าเย็นครั้งที่ 1  
ทดสอบอุณหภูมิน้้าเย็นครั้งที่ 2  
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7.5 การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว 
น้าตัวอย่างเลือดมาสเมียร์บนแผ่นสไลด์ แล้วย้อมด้วยสี W  g  ’s G  ms  s     ท้า
การนับเมด็เลือดขาวแบบแยกแยะชนิดเม็ดเลือดขาว (Monocyte, Neutrophil, Lymphocyte) จ้านวน 
100 เซลล์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 1000 เท่า  
 
8. การวิเคราะห์ค่าทางภูมิคุ้มกัน 
 
8.1 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในเลือด และ total immunoglobulin 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในพลาสมาท้าโดยใช้ชุดทดสอบ  colorimetric Lowry 
micro-method (Sigma)  การวัดค่าปริมาณ total immunoglobulin ท้าตามวิธีการที่ได้รายงานไว้ใน 
Siwicki et al. (1994) โดยการวิเคราะห์ท้าโดยการตกตะกอนของ total immunoglobulin ด้วย 
สารละลาย 12 % polyethylene glycol แล้ววัดปริมาณโปรตีนของสารละลายหลังตกตะกอน ปริมาณ  
total immunoglobulin หาได้จากค่าความแตกต่างระหว่างปริมาณโปรตีนก่อนตกตะกอนและปริมาณ
โปรตีนหลังตกตะกอน  
 
8.2 การวิเคราะห์ค่าการท างานของไลโซไซม์ 
การวิเคราะห์ค่าการท้างานเอ็นไซม์ไลโซไซม์ตามวิธีการของ Kumari และ Sahoo 
(2006) ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบค่าการย่อยเซลล์แบคทีเรีบแกรมบวก Micrococcus lysodeikticus โดย
ตัวอย่างซีรัม กับการย่อยแบคทีเรีย M. lysodeikticus ด้วยสารละลายมาตรฐานไลโซไซม์ (hen egg 
white lysozyme (Sigma, St Louis, MO) ที่รู้ค่าความเขม้ข้น ดังน้ี 
เตรียมสารละลายไลโซไซม์มาตรฐานในบัฟเฟอร์ 0.1 M phosphate citrate buffer (pH 
5.8) ให้มีความเข้มข้น เท่ากับ 0, 2.5, 5, 7.5, 10.0, 12.5, และ 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเตรียม
สารละลายเชื้อแบคทีเรีย  M. lysodeikticus ให้มีความเข้มข้น 75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในบัฟเฟอร์ 0.1 
M phosphate citrate buffer (pH 5.8) 
  การสร้างกราฟมาตรฐานของระดับเอ็นไซม์ ท้าได้โดยดูดสารละลายมาตรฐานไลไซ
ไซม์ตามความเข้มข้นที่เตรียมไว้ 25 ไมโครลิตรลงไนไมโครเพลท หรือหยดซีรัมตัวอย่าง 25 
ไมโครลิตรลงในไมโครเพลทแต่ละช่อง จากนั้นหยดสารละลายเชื้อแบคทีเรีย M. lysodeikticus 175 
ไมโครลิตร ลงไปผสมกับสารละลายมาตรฐานหรือ ซีรัม จากนั้นท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ทุก ๆ 15 นาที แล้วเปรียบเทียบระดับไลโซไซม์ในซีรัมกับค่าการท้างานของ
สารละลายมาตรฐานไลโซไซม์ 
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8.3 การวิเคราะห์ค่า alternative complement pathway 
การวิเคราะห์ค่า alternative complement pathway ท้าตามวิธีการของ Montero et al. 
(1998) ดังนี้ น้าเม็ดเลือดแดงกระต่ายมาล้างด้วยสารละลาย GVB-EGTA (Gelatin Veranol Buffer; 10 
mM batbital, 145 mM NaCl, 0.1 % gelatin, 0.5 mM MgCl2, 10 mM EGTA, pH 7.3-7.4) 3 คร้ัง แล้ว
ปรับความเข้มข้นของเม็ดเลือดแดงให้เท่ากับ 2 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในบัฟเฟอร์เดิม 
ท้าการเจือจางซีรัมของปลาดุกลูกผสมด้วย GVB-EGTA ให้ได้ปริมาตรเท่ากับ 250 
ไมโครลิตร ที่ระดับ 10 %, 5 %, 2.5 %, 1.25 % และ 0.625 % ใช้ GVB-EGTA ในหลอดที่จัดเป็นกลุ่ม 
spontaneous lysis และใช้น้้ากลั่นเป็นหลอดที่มีการ haemolysis 100 %  
เติมสารละลายเม็ดเลือดแดงที่ปรับความเข้มข้นแล้ว 100 ไมโครลิตร ในหลอดที่มี
ซีรัม หลอดที่มีบัฟเฟอร์อย่างเดียว และหลอดที่มีน้้ากลั่นอย่างเดียว ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 90 นาที แล้ว
เติมสารละลาย NaCl 0.9 % ลงไปทุกหลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร น้าไปปั่นที่ความเร็ว 5000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที น้าสารละลายข้างบนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร  
  การค้านวณ hemolytic titer ดังนี ้
 
 
8.4 การวิเคราะห์ Nitroblue tetrazolium (NBT) 
เป็นการวิเคราะห์ superoxide anion (O2
-) ที่เกิดขึ้นจากกิจกรรม Respiratory burst 
ของเม็ดเลือดขาว ตามวิธีของ Taoka et al. (2006) การวัดจะเป็นการวัดค่าการลดลงของ nitroblue 
tetrazolium:NBT ซึ่งถูกเปลี่ยนเป็น formazan โดย superoxide anion (O2
-) ที่เกิดขึ้น  
OD’540  ของซีรัมที่แต่ละระดับการเจือจาง =   ค่า OD540 ของซีรัม   -   ค่า OD540 ของ “s         s  ys s”  
OD’540  ของ “100 %   m  ys s ” =   ค่า OD540 ของ “100 %   m  ys s”   -   ค่า OD540 ของ “s         s 
 ys s”  
ค้านวณ Percent lysis (y) ของแตล่ะปฏิกิริยา 
                           y  =       OD’540 ของแต่ละปฏิกิริยา           ห 
                                                     OD’540 ของ “100 %   m  ys s”   
ค้านวณ y/ (1-y)  ของแต่ละปฏิกริิยา 
„ สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า y/(1-y) และ ปริมาตรของซีรัม 
„ หาค่า 1 CH50 คือค่าของปริมาตรของซีรัมทีท่้าให้ได้ 50 % lysis (หรือ y/(1-y) = 1)   
„ Hemolytic titer  =  1/ (1 CH50) 
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ผสมเลือดตัวอย่าง 100 ไมโครลิตรกับสารละลาย 0.2 % NBT 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วดูดสารลายผสมของเลือดและ NBT 100 ไมโครลิตรใส่ใน
หลอดแก้วที่มี dimethyl formamide (DMF) 2.0 มิลลิลิตร แล้วน้าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อ
นาที 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วอ่านการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช้ DMF 
เป็น blank 
 
9. การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 
การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติในคร้ังนี้ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป SPSS for 
windows, version 10 (SPSS Inc, Chicago, IL) วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยจากทุกกลุ่มทดลอง
โดยรวมด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) และทดสอบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยของแต่ละกลุ่มทดลองโดยวิธี D      ’s m           g    s  ใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบ 
polynomial regression ในการวิเคราะห์แนวโน้มของปริมาณวิตามินซีต่อค่าทดสอบต่าง ๆ ในแบบ
เชิงเส้นตรง linear และ quadratic และยอมรับผลความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 
การทดลองท่ี 3  ผลของการเสริมวิตามินอีในอาหารต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภูมิคุ้มกันโรคแบบไม่
จ าเพาะเจาะจงในปลาดุกลูกผสมท่ีถูกทดสอบด้วยสภาวะน้ าอุณหภูมิต่ า 
  
1. แผนการทดลอง 
 การศึกษาคร้ังนี้ใช้แผนการทดลองแบบ split plot ในการจัดสิ่งทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (Split Plot in Completely randomized design) โดย whole plot คือ ระดับวิตามินอีที่เสริมใน
อาหารที่แตกต่างกัน 4 ระดับ และมี subplot เป็นปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยงอยู่ที่อุณหภูมิปกติ และปลาดุก
ลูกผสมที่ถูกทดสอบด้วยสภาวะน้้าอุณหภูมิต่้า แต่ละกลุ่มทดลองประกอบด้วยจ้านวนซ้้า 3 ซ้้า โดยมี
แผนภาพแผนการทดลอง ดังนี ้
 
Whole plot 
(ระดับ
วิตามินอี) 
0 mg/kg 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg 
Subplot 
อุณหภูมิน้้า 
อุณหภูมิ
ปกต ิ
อุณหภูมิ
ต่้า 
อุณหภูมิ
ปกต ิ
อุณหภูมิ
ต่้า 
อุณหภูมิ
ปกต ิ
อุณหภูมิ
ต่้า 
อุณหภูมิ
ปกติ 
อุณหภูมิ
ต่้า 
 
2. อาหารทดลอง 
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 อาหารทดลองในคร้ังนี้ผลิตที่ ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี แผนกสัตว์น้้า 
(ฟาร์ม มทส.) วัตถุดิบที่ใช้ในการท้าผลิตอาหาร แสดงดังตารางที่ 2.1 โดยจัดซื้อจากแหล่งจ้าหน่าย
วัตถุดิบอาหาร ในจังหวัดนครราชสีมา และผลิตอาหารดังรายละเอียดในข้อ 2 ของการทดลองที่ 1 
ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง แสดงดังตารางที่ 2.3  
 
ตารางท่ี 2.3  องค์ประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง   
องค์ประกอบทางเคมี เปอร์เซนต์ 
วัตถุแห้ง 
โปรตีน 
ไขมัน 
เถ้า 
ไฟเบอร์ 
Nitrogen free extractก 
พลังงานรวมข (kcal/kg) 
92.02 
39.78 
8.70 
10.61 
3.61 
29.32 
4274.77 
กNitrogen free extract (NFE) (%)  =  
100 - (ความชื้น (%) + โปรตีน (%) +ไขมัน (%) + เถ้า (%) +ไฟเบอร์ (%)) 
ขพลังงานรวม (kcal/kg) (NRC, 1993)  =  
10 x (โปรตีน x 5.65 (kcal/g)) + (ไขมัน x 9.45 (kcal/g)) + (NFE x 4.11 (kcal/g)) 
 
 น้าอาหารเม็ดที่ใช้ในการทดลองมาเสริมวิตามินอีตามระดับที่ได้ก้าหนดไว้ โดย
วิตามินอีที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้ จะอยู่ในรูปของ tocopheryl acetate (Rovimix E 50, Hofmann-La 
Roche, Basel, Switzerland) โดยการละลาย tocopheryl acetate ตามระดับที่ก้าหนดในน้้ากลั่นใน
อัตราส่วน 60 มิลลิลิตรต่ออาหารปลา 1 กิโลกรัม ผสมคลุกเคล้าให้ทั่ว แล้วน้ามาเคลือบเม็ดอาหาร
ด้วยน้้ามันพืช (น้้ามันถั่วเหลือง) ในอัตรา 2.5 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นท้าการตรวจสอบระดับวิตามินอีใน
อาหารโดยการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC อาหารที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้จะเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
3. การวิเคราะห์วิตามินอีในอาหารทดลอง 
 3.1 การสกัดวิตามินอีจากอาหารปลาทดลอง 
 การสกัดวิตามินอีในอาหารได้ท้าตามวิธีการวิเคราะห์ที่ได้รายงานไว้ใน Ruperez et 
al. (1999) โดยมีการดัดแปลงให้เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการดังรายละเอียดต่อไปนี้ น้าอาหารที่
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ต้องการวิเคราะห์มาประมาณ 2 กรัม ชั่งให้ได้น้้าหนักแน่นอน บดให้ละเอียด เติม 0.1 % BHT in 
ethanol (Butylated hydroxytoluene) 20 มิลลิลิตร  และเติม Hexane 10 มิลลิลิตร ผสมสารสกัดให้เข้า
กัน 5 นาที แล้วเติม 0.01 mM EDTA 5 มิลลิลิตร ผสมสารสกัดให้เข้ากัน 5 นาที จากนั้นดูดชั้นของ 
Hexane ไปยังหลอดใหม่ แล้วเติม Hexane ลงไปสารสกัดอีก 5 มิลลิลิตร ผสมสารสกัดให้เข้ากัน 5 
นาที จากนั้นดูดชั้นของ Hexane ไปรวมกับหลอดที่มี Hexane ที่ย้ายไป ท้าการระเหย Hexane ภายใต้
แก็สไนโตรเจน แล้วท้าการละลายน้้ามันหลังจากระเหยด้วยสารผสม methanol : Chloroform (1:1)  
เพื่อจะน้าไปวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซี ด้วยเคร่ือง HPLC 
  
3.2 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินอีด้วยเคร่ือง HPLC 
 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินอี ท้าโดยใช้ reverse phase  HPLC (HP 1100) C18 
column Hypersil ODS 5 m (4.0 x 250 mm) วิเคราะห์ด้วย fluorescence detector (excited 295 nm, 
emission 327 nm) mobile phase ได้แก่ สารละลายผสมของ methanol/water ในอัตราส่วน 98:2  
ปริมาณ tocopheryl acetate ในอาหารทดลองแสดงดังตารางที่ 2.4  
 
ตารางที่ 2.4  ระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอี (tocopheryl acetate) และปริมาณที่วิเคราะห์ได้ใน
อาหารปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลอง 
กลุ่มทดลอง ระดับอนุพันธ์วิตามินอีท่ี
เสริมในอาหาร (mg/kg) 
ปริมาณ tocopherol ท่ี
วิเคราะห์ (mg/kg) 
ปริมาณ tocopheryl acetate 
ท่ีวิเคราะห์ (mg/kg) 
1 
2 
3 
4 
  0 
125 
250 
500 
9.20 
8.42 
8.92 
10.22 
0.00 
122.67 
214.89 
483.78 
 
4. ปลาทดลอง ระบบการเลี้ยงปลา และการให้อาหารในระหว่างการทดลอง  
 ปลาดุกที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้เป็นปลาดุกลูกผสม (Clarias macrocephalus x C. 
gariepinus) ได้จากฟาร์ม มทส. เร่ิมการทดลองโดยท้าการสุ่มปลาทดลองจ้านวน 20 ตัว ลงในตู้
ทดลอง ตู้ทดลองที่ใช้ในคร้ังนี้มีขนาด 60 * 30 * 45 ลูกบาศก์เซนติเมตร (กว้าง *  ยาว * สูง) เลี้ยงปลา
ดุกลูกผสมแบบให้อากาศในน้้าตลอดเวลา  
 ท้าการเลี้ยงปลาเพื่อปรับสภาพเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ด้วยอาหารพื้นฐานที่ไม่ได้เสริม
วิตามินอี แล้วจึงเร่ิมเลี้ยงปลาด้วยอาหารตามสูตรที่ก้าหนด โดยให้อาหารวันละ 2 คร้ังแบบ ให้กิน
แบบเต็มที่ ท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าในตู้ปลาทุก 3 วัน ท้าการบันทึกอุณหภูมิน้้าในระหว่างที่ท้าการให้
  
 
 
 
 
 
 
 27 
อาหาร อุณหภูมิน้้าตลอดการเลี้ยงอยู่ในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการเลี้ยงปลาทดลอง 8 
สัปดาห์ โดยท้าการบันทึกน้้าหนักปลา และน้้าหนักอาหารที่ปลาได้รับเมื่อสิ้นสุดสัปดาห์ที่ 4 และ
สัปดาห์ที่ 8 ตลอดระยะเวลาการทดลอง ถ้าพบปลาตายน้าออกและท้าการบันทึกข้อมูล 
 
5. การทดสอบปลาดุกลูกผสมในสภาวะท่ีน้ าอุณหภูมิต่ า 
 ในการศึกษาครั้งน้ีได้ศึกษาผลของการเสริมวิตามินอีในอาหารต่อปลาดุกเมื่ออยู่ใน
สภาพที่อุณหภูมิน้้า 19 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยงด้วยอาหารสูตรเดียวกันที่
อุณหภูมิปกติ การศึกษาคร้ังนี้ท้าการทดสอบเพื่อเปรียบเทียบ 2 คร้ัง ได้แก่หลังจากเลี้ยงด้วยอาหาร
ของแต่ละกลุ่มทดลองเป็นเวลา 4 และ 8 สัปดาห์   
เมื่อเลี้ยงปลาได้ 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ ท้าการสุ่มปลาดุกลูกผสมจากแต่ละตู้
ทดลอง (ซ้้า) จ้านวน 3 ตัว เพื่อเก็บตัวอย่างเลือด ด้วยวิธีการที่ได้อธิบายไว้ในการทดลองที่ 2 ข้อที่ 6 
แล้วจึงน้าปลาดุกลูกผสมมาทดสอบในน้้าอุณหภูมิ 19 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นการน้าปลาดุกลูกผสมมา
ผ่านการลดอุณหภูมิน้้าอย่างรวดเร็ว (อัตราการเปลี่ยนอุณหภูมิ 0.1 องศาเซลเซียสต่อนาที) แล้วท้าการ
เก็บตัวอย่างเลือดหลังจากผ่านการทดลองสอบอุณหภูมิน้้า เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
 
6. การวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยา 
การวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยาท้าในตัวอย่างเลือดที่มี EDTA  ท้าตามวิธีการที่ได้
อธิบายไว้ในการทดลองที่ 2 ข้อ 4 
 
7. การวิเคราะห์ค่าทางภูมิคุ้มกัน 
7.1 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในเลือด และ total immunoglobulin 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในพลาสมาท้าโดยใช้ชุดทดสอบ  colorimetric Lowry 
micro-method (Sigma)  การวัดค่าปริมาณ total immunoglobulin ท้าตามวิธีการที่ได้อธิบายไว้ในการ
ทดลองที่ 2 ข้อ 8.1  
 
7.2 การวิเคราะห์ค่าการท างานของไลโซไซม์ 
การวิเคราะห์ค่าการท้างานเอ็นไซม์ไลโซไซม์ตามรายละเอียดวิธีการที่ได้อธิบายไว้ใน
ข้อที่ 8.2 ของการทดลองที่ 2  
 
7.3 การวิเคราะห์ Nitroblue tetrazolium (NBT) 
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เป็นการวิเคราะห์ superoxide anion (O2
-) ที่เกิดขึ้นจากกิจกรรม Respiratory burst 
ของเม็ดเลือดขาว ตามวิธีของ Taoka et al. (2006) การวัดจะเป็นการวัดค่าการลดลงของ nitroblue 
tetrazolium:NBT ซึ่งถูกเปลี่ยนเป็น formazan โดย superoxide anion (O2
-) ที่เกิดขึ้น ดังรายละเอียด
วิธีการที่ได้รายงานไว้ในข้อ 8.4 ของการทดลองที่ 2  
 
8. การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 
การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติในคร้ังนี้ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป SPSS for 
windows, version 10 (SPSS Inc, Chicago, IL) วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยจากทุกกลุ่มทดลอง
โดยรวมด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance; ANOVA) ในแผนการทดลองแบบ 
split plot in completely randomized design และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยที่เป็นผล
เน่ืองมาจากระดับวิตามินอีในอาหารด้วย ANOVA ตามด้วยการเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan ’s m           g    s  ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยที่เป็นผลเน่ืองจาก
การทดสอบด้วยอุณหภูมิน้้า ด้วย    d    ’s  -test ยอมรับผลความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ 
P<0.05 
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บทที ่3 
ผลการวิจัย 
 
3.1 ผลการศึกษา 
 
การทดลองท่ี 1  ผลของอุณหภูมิน้ าต่อค่าทางโลหิตวิทยา และ ค่า Lipid peroxidation ท่ีตับและไต  
 
1. ค่าทางโลหิตวิทยา 
การศึกษาคร้ังนี้ได้ท้าการทดสอบผลของอุณหภูมิน้้าต่อค่าทางโลหิตวิทยา  โดยเป็น
การวัดค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ฮีโมโกลบิน จ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด และค่าดัชนีเม็ดเลือดแดง
จากการค้านวณ (MCV, MCH, MCHC) ของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้าใกล้เคียงกับอุณหภูมิน้้าที่
เลี้ยงอยู่เป็นกลุ่มควบคุม และปลาดุกลูกผสมที่ถูกท้าให้เปลี่ยนอุณหภูมิน้้าอย่างฉับพลัน ที่ 26 และ 34 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยท้าการวิเคราะห์ค่าดังกล่าวที่ช่วงเวลา 3, 6, 12, และ 24 
ชั่วโมง  ผลแสดงดังตารางที่ 3.1 
ค่าจ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดของปลาดุกลูกผสมในกลุ่มควบคุมและในกลุ่มที่ถูก
ทดสอบด้วยอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส มีค่าไม่แตกต่างกันตลอด 24 ชั่วโมงที่ท้าการทดสอบ ค่า
จ้านวนเม็ดเลือดแดงของปลาดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบที่อุณหภูมิน้้า 26 องศาเซลเซียสมีค่าต่้าที่สุดที่
การตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นพบว่ามีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาทดสอบอุณหภูมิยาวนาน
ขึ้น ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นมีค่าใกล้เคียงกันในทุกกลุ่มทดลองที่เวลาทดสอบ 3 และ 6 ชั่วโมง แต่
ในช่วงเวลา 12 และ 24 ชั่วโมงของการทดสอบพบว่าค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นมีค่าต่้าสุดในปลาดุก
ลูกผสมที่ทดสอบที่อุณหภูมิน้้า 34 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามค่าต่้าสุดนี้ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ ที่เวลาทดสอบ 3 ชั่วโมงพบว่าค่าฮีโมโกลบินมีค่าสูงในปลาที่อยู่ในอุณหภูมิน้้าสูงอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ค่าฮีโมโกลบินของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้า 30 และ 26 องศา
เซลเซียสมีค่าสูงขึ้นในขณะทีค่่าฮีโมโกลบินของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้า 34 องศาเซลเซียส มีค่า
ต่้าลงที่เวลาทดสอบ 6 ชั่วโมง แต่ที่เวลาทดสอบ 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าค่าฮีโมโกลบินของปลาดุก
ลูกผสมในทุกกลุ่มอุณหภูมิมีค่าใกล้เคียงกัน  นอกจากนี้เมื่อท้าการพิจารณา ค่า MCV และ MCH ที่
เวลา 3, 6 และ 12 ชั่วโมง พบว่าค่า MCV และ MCH ของปลาดุกลูกผสมในทุกลุ่มอุณหภูมิทดลองมี
ค่าใกล้เคียง  แต่พบว่า ค่า MCV และ MCH มีค่าแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิตทิี่เวลา 24 ชั่วโมง 
โดยที่ค่า MCV ของปลาดุกลูกผสมที่ท้าการทดสอบที่อุณหภูมิ 26 และ 34 องศาเซลเซียสมีค่าต่้ากว่า
ค่า MCV ของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้า 30 องศาเซลเซียสอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) และ
พบว่าค่า MCH ของปลาดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบที่อุณหภูมิน้้า 26 องศาเซลเซียส มีค่าต่้ากว่าค่า MCH 
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ของปลาดุกลูกผสมในกลุ่มอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส้าหรับค่า MCHC นั้นที่เวลา
ทดสอบ 3 ชั่วโมง ค่า MCHC ของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้า 34 องศาเซลเซียสมีค่าสูงที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับค่า MCHC ของปลาดุกลูกผสมที่กลุ่มอุณหภูมิอื่น ๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ค่า 
MCHC ที่เวลาทดสอบอ่ืน ๆ (6, 12 และ 24 ชั่วโมง) นั้นพบว่าไม่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มทดลอง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  
 
2. ค่า Lipid peroxidation 
การศึกษาคร้ังนี้ได้ท้าการทดสอบผลของอุณหภูมิน้้าต่อค่า lipid peroxidation ของ
ปลาดุกลูกผสม โดยเป็นการวัดค่า malondialdehyde (MDA) และ 4-hydroxyalkenals (HAE) ที่เกิดขึ้น
ในตับและไตของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิน้้าใกล้เคียงกับอุณหภูมิน้้าที่เลี้ยงอยู่เป็นกลุ่มควบคุม 
(อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) และปลาดุกลูกผสมทีถู่กท้าให้เปลี่ยนอุณหภูมิน้้าอย่างฉับพลัน ที่ 26 
และ 34 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง แล้วท้าการวิเคราะห์ค่า Lipid peroxidation ที่
ช่วงเวลา 3, 6, 12, และ 24 ชั่วโมง 
ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิน้้าต่อค่า MDA ที่ไตแสดงดังตารางที่  3.2  ที่เวลา 3 
ชั่วโมง ค่า MDA ของไตปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิ 26 และ 34 องศาเซลเซียสมีค่าสูงกว่า ค่า MDA 
ของไตปลาดุกลูกผสมที่กลุ่มควบคุม ต่อมาที่เวลา 6 ชั่วโมง ค่า MDA ของไตปลาดุกลูกผสมมีค่า
ใกล้เคียงในทุกกลุ่มทดลอง หลังจากนั้นที่เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าค่า MDA ของไตปลาดุก
ลูกผสมในกลุ่มทดลองที่อยู่ในอุณหภูมิสูงคือ 30 และ 34 องศาเซลเซียส จะสูงกว่าค่า ค่า MDA ของ
ไตปลาดุกลูกผสมในกลุ่มทดลองที่อยู่ในอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามไม่พบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิน้้าต่อค่า MDA ที่ตับแสดงดังตารางที่ 3.2 ที่เวลา 3 
ชั่วโมง ค่า MDA ของตับปลาดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบที่น้้าอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส มีค่าต่้าที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับค่า MDA ของตับปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิ 30 และ 34 องศาเซลเซียส แต่หลังจากนั้น
ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าค่า MDA ในตับของปลาดุกลูกผสมทั้ง 3 กลุ่มทดลอง มีค่าใกล้เคียง
กัน 
 
3. ค่า NBT 
ผลของอุณหภูมิน้้าต่อค่า NBT-spectrophotometric activity (NBT-activity) แสดงดัง
ตารางที่  3.2  ที่เวลาทดสอบที่ 3 และ 6 ชั่วโมง ค่า NBT-activity ของปลาดุกลูกผสมมีค่าใกล้เคียงกัน
ในทุกกลุ่มทดลอง แต่ที่เวลาทดสอบ 12 และ 24 ชั่วโมง ค่า NBT-activity ของปลาดุกลูกผสมที่
อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียสมีค่าสูงกว่าค่า NBT-activity ของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิ 30 องศา
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เซลเซียส (กลุ่มควบคุม) และค่า NBT-activity ของปลาดุกลูกผสมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียสมีค่า
สูงที่สุด 
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ตารางที่ 3.1   ค่าทางโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสมที่ถูกน้าไปทดสอบการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้า ที่ระยะเวลาต่าง ๆ   
 
เวลา 
(ชั่วโมง) 
อุณหภูมิน้้า 
(องศาเซลเซียส) 
ค่าเม็ดเลือดแดง
อัดแน่น (%) 
ฮีโมโกลบิน 
(g/dl) 
เม็ดเลือดแดง 
(*106/mm3) 
MCV 
(fL) 
MCH 
(pg/cell) 
MCHC 
(g/dl) 
3 
 
26 
30 
34 
   35.17 + 5.24 
   41.50 + 1.26 
   38.67 + 2.46 
   7.18 + 0.61a 
   8.62 + 0.27ab 
   9.62 + 0.77b 
   1.81 + 0.11a 
   2.34 + 0.14ab 
   2.60 + 0.32b 
   192.45 + 19.34 
   178.85 + 11.64 
   152.08 + 14.66 
   39.58 + 1.37 
   37.01 + 1.17 
   37.76 + 3.73 
   20.88 + 1.55a 
   20.81 + 1.04a 
   24.82 + 0.41b 
6 
26 
30 
34 
   46.00 + 4.73 
   39.83 + 1.59 
   41.67 + 5.45 
   8.60 + 0.14a 
   9.52 + 0.39b 
   8.40 + 0.15a 
   2.42 + 0.16 
   2.85 + 0.13 
   2.28 + 0.13 
   193.10 + 26.86 
   142.92 + 16.56 
   182.38 + 20.09 
   35.99 + 3.16 
   33.96 + 3.02 
   36.94 + 1.41 
   19.08 + 1.86 
   24.04 + 1.93 
   20.81 + 2.55 
12 
26 
30 
34 
   41.67 + 1.33 
   42.67 + 1.20 
   30.83 + 6.98 
   8.68 + 0.03 
   8.52 + 0.29 
   8.20 + 0.03 
   2.78 + 0.04 
   3.08 + 0.20 
   2.74 + 0.15 
   149.73 +  3.34 
   139.96 + 12.65 
   126.98 + 13.94 
   31.22 + 0.31 
   29.59 + 2.86 
   30.14 + 1.77 
   20.88 + 0.65 
   19.95 + 0.16 
   23.00 + 3.31 
24 
26 
30 
34 
   43.67 + 1.86 
   43.83 + 2.32 
   35.83 + 4.63 
   8.38 + 0.57 
   8.93 + 0.52 
   8.62 + 0.41 
   3.54 + 0.27b 
   2.36 + 0.08a 
   2.52 + 0.22a 
   124.02 +  4.80a 
   185.41 +  6.45b 
   141.19 +  6.57a 
   23.87 + 1.92a 
   37.74 + 0.93b 
   34.47 + 1.59b 
   19.25 + 1.35 
   20.39 + 0.67 
   24.61 + 2.18 
ค่าที่แสดงในตารางคือค่าเฉลี่ย + ค่าความคลาดเคลื่อน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษก้ากับค่าเฉลี่ยที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอันเน่ืองมากจากผลของอุณหภูมิน้้าในแต่ละช่วงเวลาอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P<0.05)  
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ตารางที่ 3.2  ผลของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าต่อค่า Nitroblutetrazolium assay (NBT) ในเลือด 
และค่า malondialdehyde (MDA) ในไตและตับของปลาดุกลูกผสม ภายในระยะเวลา
ทดสอบ 24 ชั่วโมง 
 
เวลา 
(ชั่วโมง) 
อุณหภูมิน้้า 
(องศาเซลเซียส) 
NBT 
(OD540) 
MDA (นาโนโมล/มิลลิกรัมโปรตีน) 
ไต ตับ 
3 
 
26 
30 
34 
0.19 + 0.01 
0.20 + 0.01 
0.19 + 0.01 
5.92 + 0.85 
4.77 + 1.08 
6.54 + 0.96 
2.30 + 0.46 
3.85 + 0.87 
3.93 + 0.50 
6 26 
30 
34 
0.23 + 0.02 
0.22 + 0.00 
0.19 + 0.02 
7.74 + 0.85 
7.89 + 1.37 
7.54 + 1.10 
4.03 + 0.71 
3.87 + 0.67 
3.67 + 0.29 
12 26 
30 
34 
0.25 + 0.01 
0.13 + 0.00 
0.18 + 0.01 
4.56 + 0.51 
7.32 + 1.08 
6.55 + 0.14 
3.11 + 0.45 
3.49 + 0.34 
3.37 + 0.15 
24 26 
30 
34 
0.28 + 0.01 
0.12 + 0.01 
0.21 + 0.01 
6.56 + 1.38 
7.26 + 1.33 
10.00 + 2.11 
3.75 + 0.49 
4.26 + 0.33 
3.50 + 0.20 
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การทดลองท่ี 2  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภูมิต้านทานโรคแบบไม่
จ าเพาะเจาะจงในสภาวะน้ าอณุหภูมิต่ า 
 
1. ปริมาณอนุพันธว์ิตามินซีในตับ 
ระดับอนุพันธ์วิตามินซีที่วิเคราะห์ได้ในอาหาร (ตารางที่ 2.2 ) มีค่าสัมพันธ์กับ
ปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีที่เสริมในอาหารของแต่ละกลุ่มทดลอง ในขณะที่ระดับอนุพันธ์วิตามินซีที่
วิเคราะห์ได้ในตับของปลาทดลองมีค่าใกล้เคียงกันในทุกกลุ่มทดลอง (ภาพที่ 3.1) แม้ว่าปลาจะได้รับ
อนุพันธ์วิตามินซีที่เสริมในอาหารแตกต่างกันก็ตาม ดังนั้นผลการศึกษาครั้งน้ีแสดงถึง การเพิ่ม
ปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีที่เสริมในอาหารไม่มีผลต่อการเพิ่มการสะสมอนุพันธ์วิตามินซีในตับของ
ปลาดุกลูกผสม 
 
2. ค่าการเจริญเติบโตของปลา 
ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารต่อค่าสมรรถนะการเจริญเติบโตของปลา
ดุกลูกผสมที่ศึกษาคร้ังนี้ แสดงดังตารางที่ 3.3 ได้แก่ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (specific growth 
rate) เปอร์เซ็นต์น้้าหนักเพิ่ม (percent weight gain) อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (Feed conversion 
ratio; FCR) จะเห็นได้ว่า  ในช่วงการเลี้ยงที่ 4 สัปดาห์แรก การเพิ่มระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซี
ในอาหารมีผลต่อการเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเพิ่มของน้้าหนักตัว (P = 0.0003) และอัตราการเจริญเติบโต
จ้าเพาะ (P = 0.0002) โดยมีความสัมพันธ์กันแบบเชิงเส้น (P<0.05) ระดับอนุพันธ์วิตามินซีที่เสริมใน
อาหารปลาดุกลูกผสมที่ให้ผลต่อเปอร์เซ็นต์น้้าหนักเพิ่มและค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะสูงที่สุด
ของการทดลองครั้งนี้ มีค่าเท่ากับ 1,000-1,500 mg/kg  
อย่างไรก็ตาม ผลของการเพิ่มระดับวิตามินซีในอาหารปลาดุกลูกผสมต่อค่า
สมรรถนะการเจริญเติบโตไม่ต่อเนื่องเมื่อท้าการวิเคราะห์ผลในช่วงสัปดาห์ที่ 5-8 ดังนั้นผลของระดับ
การเสริมวิตามินซีในอาหารปลาดุกลูกผสมต่อสมรรถนะการเจริญเติบโตในปลาดุกลูกผสมตลอด
ช่วงเวลาการทดลอง (8 สัปดาห์) จึงเป็นความสัมพันธ์แบบ quadratic ระดับของวิตามินซีที่เสริมใน
อาหารไม่มีผลต่อความแตกต่างของค่า FCR ตลอดระยะเวลาของการทดลอง (8 สัปดาห์) อัตรารอด
ของปลาดุกลูกผสมในแต่ละกลุ่มทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P=0.232) 
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ภาพที่ 3.1  ปริมาณอนุพันธ์ที่วิเคราะห์ได้ในตับของปลาดุกลูกผสมในแต่ละกลุ่มทดลอง  
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ตารางที่ 3.3  สมรรถนะการเจริญเติบโตและอัตรารอดของปลาดุกลูกผสมของกลุ่มทดลองที่ได้รบัอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดบัต่างๆ (ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
 กลุ่มทดลองที่ไดร้ับอาหารเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดบัต่าง (mg/kg) ANOVA 
Pr>F 
Polynomial contrast 
(Pr>F) 
 250 500 1000 1500 2000 Linear quadratic 
น้้าหนักเริ่มตน้ (กรัม) 
 
สัปดาห์ท่ี 1-4 
น้้าหนักเพิ่ม (%) 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (% ต่อวัน) 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 
 
สัปดาห์ท่ี 5-8 
น้้าหนักเพิ่ม (%) 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (% ต่อวัน) 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 
 
สัปดาห์ท่ี 1-8 
น้้าหนักเพิ่ม (%) 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (% ต่อวัน) 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 
อัตราการรอด (%) 
15.39 + 0.58 
 
 
189.74 + 32.47a 
3.78 + 0.39a 
1.20 + 0.05 
 
 
44.38 + 4.93 
1.31 + 0.12 
2.11 + 0.11 
 
 
317.38 + 38.47a 
2.55 + 0.17a 
1.57 + 0.10 
  86.11 + 11.11 
15.37 + 0.25 
 
 
212.88 + 17.17ab 
4.07 + 0.19ab 
1.18 + 0.09 
 
 
49.95 + 14.44 
1.44 + 0.35 
1.87 + 0.39 
 
 
367.79 + 27.09ab 
2.75 + 0.10ab 
1.45 + 0.09 
  87.04 + 8.48 
15.32 + 0.11 
 
 
240.44 + 15.98bc 
4.37 + 0.17bc 
1.27 + 0.04 
 
 
49.93 + 7.21 
1.44 + 0.17 
1.83 + 0.32 
 
 
410.01 + 24.38bc 
2.91 + 0.09b 
1.49 + 0.12 
  92.59 + 3.20 
15.78 + 0.70 
 
 
288.83 + 8.01c 
4.85 + 0.08c 
1.20 + 0.08 
 
 
39.53 + 9.48 
1.18 + 0.24 
1.77 + 0.28 
 
 
442.90 + 45.52c 
3.02 + 0.15b 
1.38 + 0.02 
  77.78 + 5.56 
15.56 + 0.63 
 
 
277.03 + 41.74c 
1.73 + 0.40c 
1.22 + 0.02 
 
 
30.15 + 4.09 
0.94 + 0.11 
2.03 + 0.46 
 
 
390.28 + 49.82c 
2.83 + 0.19b 
1.46 + 0.15 
  88.89 + 5.56 
0.787 
 
 
0.004 
0.004 
0.477 
 
 
0.098 
0.084 
0.710 
 
 
0.024 
0.022 
0.324 
0.232 
- 
 
 
0.0003 
0.0002 
- 
 
 
- 
- 
- 
 
 
0.0315 
0.0316 
- 
- 
- 
 
 
Ns 
Ns 
- 
 
 
- 
- 
- 
 
 
0.0029 
0.0025 
- 
- 
หมายเหตุ  ตัวอักษรก้ากับที่แตกตา่งกันแสดงความแตกต่างเมื่อเปรยีบเทียบในแถวเดียวอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติทีร่ะดบัความเชื่อมัน P<0.05 
                  ns = ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (non-significant)
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3. ค่าทางโลหิตวิทยา 
การศึกษาผลของระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารปลาดุกลูกผสมต่อค่าทาง
โลหิตวิทยาในปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะการทดสอบในน้้าอุณหภูมิต่้า (19 องศาเซลเซียส) จะท้า
การทดสอบ 2 คร้ัง คือ หลังจากเลี้ยงปลาเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์  
ค่าโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบน้้าที่อุณหภูมิต่้าคร้ังแรก (หลังจากการ
เลี้ยงด้วยอาหารทดลองเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์) แสดงดังตารางที่ 3.4 พบว่าระดับค่าเม็ดเลือดแดงอัด
แน่น (hematocrit) ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลอง แต่ค่าปริมาณ
ฮีโมโกลบินและจ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่ม
ทดลอง โดยพบว่าการเพิ่มระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารมีผลต่อการเพิ่มปริมาณ
ฮีโมโกลบินแบบ quadratic (P<0.05) โดยพบปริมาณฮีโมโกลบินสูงที่สุดในปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยง
ด้วยอาหารที่เสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1000 mg/kg นอกจากนีก้ารเพิ่มปริมาณการเสริมอนุพันธ์
วิตามินซีในอาหารมีผลต่อการเพิ่มจ้านวนเม็ดเลือดแดงในความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (P<0.05) ค่า 
mean corpuscular volume (MCV) มีความสัมพันธ์กับปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีที่เสริมในอาหารแบบ 
quadratic เชิงผกผัน (P<0.05) พบปริมาตรเม็ดเลือดแดงที่มีค่าต่้าสุดเมื่อปลาได้รับอาหารที่มีระดับ 
1,500 mg/kg นอกจากนี้พบว่าค่า mean corpuscular hemoglobin (MCH) และค่า mean corpuscular 
hemoglobin concentration (MCHC) มีค่าสูงสุดในกลุ่มทดลองที่ปลาดุกลูกผสมได้รับการเสริม
อนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1,000 mg/kgในอาหาร   
ค่าโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบน้้าที่อุณหภูมิต่้าคร้ังที่ 2 (หลังจากการ
เลี้ยงด้วยอาหารทดลองเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์) แสดงดังตารางที่ 3.4 พบว่าค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น 
และปริมาณฮีโมโกลบินไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติในแต่ละกลุ่มปลาทดลองที่ได้รับ
อาหารที่เสริมอนพุันธ์วิตามินซีแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามจ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดยังคงเพิ่มขึ้น
เมื่อปลาดุกลูกผสมได้รับอาหารที่เสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่เพิ่มขึ้นในเชิงเส้นตรงอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) นอกจากนี้ยังพบว่าค่า MCV และ MCHC ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติในปลา
ดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลอง  แต่ค่า MCH ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเพิ่มระดับอนุพันธ์
วิตามินซีในอาหารของปลากลุ่มทดลอง (P<0.05)   
 
4.  การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว 
 ผลของอนุพันธ์วิตามินซีต่อชนิดของเม็ดเลือดขาวแสดงดังตารางที่ 3.5 ในการทดลอง
ทดสอบอุณหภูมิน้้าเย็นของปลาดุกลูกผสมครั้งที่ 1 พบว่าในขณะที่เปอร์เซ็นต์ของเม็ดเลือดขาว 
lymphocyte เพิ่มขึ้นตามระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่เพิ่มขึ้น แต่เปอร์เซ็นต์ของเม็ดเลือดขาว 
neutrophil กลับมีค่าลดลงตามการเพิ่มขึ้นของระดับอนุพันธ์วิตามินซี และพบว่าเปอร์เซ็นต์ของเม็ด
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เลือดขาว monocyte ลดลงเมื่อระดับอนุพันธ์วิตามินซีเพิ่มขึ้นด้วยความสัมพันธ์ในเชิง quadratic โดย
พบว่าเปอร์เซ็นต์ของเม็ดเลือดขาว monocyte สูงที่สุดในกลุ่มทดลองที่ปลาได้รับอาหารที่เสริม
อนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 500 mg/kg นอกจากนี้ค่า neutrophil:lymphocyte ratio (N:L ratio) มีค่า
ลดลงเมื่อระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารสูงขึ้นในเชิง quadratic โดยพบว่าค่า N:L ratio มี
ค่าต่้าสุดเมื่อปลาดุกลูกผสมได้รับอาหารที่มีการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1000 mg/kg  
 ในการทดลองทดสอบอุณหภูมิน้้าเย็นของปลาดุกลูกผสมครั้งที่ 2 พบว่าชนิดของเม็ด
เลือดขาวได้แก่ neutrophil, lymphocyte, monocyte และ N:L ratioไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ ในแต่ละกลุ่มทดลองของปลาดุกลูกผสม 
 
5. ค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจง 
ในการศึกษาครั้งน้ีได้ท้าการวัดค่าภูมิต้านทานแบบไม่จ้าเพาะเจาะจงที่ส้าคัญในปลา
ดุกลูกผสม ได้แก่ ค่า Nitroblue tetrazolium activity (NBT) (ภาพที่ 3.2), ปริมาณโปรตีนในพลาสมา 
(Total protein; TP) (ภาพที่ 3.3), ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินรวม (Total immunoglobulin; IgG) (ภาพที่ 
3.4) , ค่าการท้างานของเอ็นไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) (ภาพที่ 3.5) และ ค่า alternative complement 
pathway (ACH50) (ภาพที่ 3.6) ในปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลองที่ได้ถูกทดสอบอุณหภูมิน้้า
เย็น ทั้ง 2 คร้ัง  
 ในการทดสอบอุณหภูมิน้้าคร้ังแรกนั้น ค่า NBT สูงขึ้นเมื่อปลาได้รับอนุพันธ์วิตามิน
ซสีูงขึ้น ในความสัมพันธ์เชิง quadratic โดยพบค่า NBT สูงที่สุดในปลาดุกลูกผสมที่เลีย้งด้วยอาหารที่
มอีนุพันธ์วิตามินซี 1,500-2,000 mg/kg แต่ทว่าค่า  TP, IgG, และ lysozyme ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญในปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลอง ค่า ACH50 มีแนวโน้มสูงขึ้นเมื่อปลาได้รับอนุพันธ์
วิตามินซีในอาหารเพิ่มมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามการเพิ่มขึ้นนี้ไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติ  
ในการทดสอบอุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 2 พบว่า ค่า NBT สูงขึ้นเพียงเล็กน้อยและไม่มี
นัยส้าคัญทางสถิติเมื่อปลาได้รับอนุพันธ์วิตามินซีสูงขึ้น ค่า TP และ IgG เพิ่มขึ้นตามระดับอนุพันธ์
วิตามินซีที่สูงขึ้นในเชิง quadratic โดพบว่าค่า  TP และ IgG มีค่าสูงสุดในปลาดุกลูกผสมที่ไดรับ
อนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1,000-1,500 mg/kg นอกจากนี้ค่า lysozyme สูงขึ้นเมื่อระดับอนุพันธ์
วิตามินซีที่เสริมในอาหารสูงขึ้นและมีความสัมพันธ์กันในเชิงเส้นตรงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ค่า 
ACH50 มีแนวโน้มสูงขึ้นเมื่อปลาได้รับอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารเพิ่มมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามการ
เพิ่มขึ้นนี้ไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติเช่นเดียวกับผลที่พบในการทดสอบอุณหภูมิน้้าคร้ังแรก
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ตารางที่ 3.4  ค่าโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสมที่ได้รับอาหารเสริมอนุพันธ์ของวิตามินซีภายใต้สภาวะที่ถูกทดสอบด้วยน้้าอุณหภูมิต่้า  
                    (ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
ระดับวิตะมนิซีที่เสริม 
อาหารกลุ่มทดลอง (mg/kg) 
ค่าเม็ดเลือดแดงอดั
แน่น (%) 
ฮีโมโกลบิน 
(g/dl) 
จ้านวนเม็ดเลือดแดง 
(106/mm3) 
MCV  
(fL) 
MCH  
(pg/cell) 
MCHC  
(g/dL) 
การทดสอบอณุหภูมิน้ า ครั้งที่ 1 
     250 
     500 
   1,000 
   1,500 
   2,000 
ANOVA: Pr>F 
Polynomial regression: Linear 
                                      Quadratic 
การทดสอบอณุหภูมิน้ า ครั้งที่ 2 
     250 
     500 
   1,000 
   1,500 
   2,000 
ANOVA: Pr>F 
Polynomial regression: Linear 
                                      Quadratic 
 
43.63 + 1.10 
44.03 + 3.61 
37.30 + 1.00 
37.17 + 7.30 
47.17 + 7.53 
0.123 
- 
- 
 
41.17 + 1.66 
42.93 + 3.56 
39.47 + 1.58 
45.27 + 4.96 
44.23 + 8.13 
0.579 
- 
- 
 
8.33 + 0.31a 
7.87 + 1.35a 
13.67 + 0.35c 
10.37 + 1.46b 
11.17 + 1.21b 
0.000 
ns 
0.0247 
 
11.10 + 0.98 
11.90 + 0.69 
11.23 + 0.25 
10.83 + 0.76 
10.83 + 1.02 
0.491 
- 
- 
 
2.75 + 0.10a 
2.89 + 0.08a 
2.93 + 0.05a 
3.32 + 0.16b 
3.61 + 0.39b 
0.002 
0.0001 
ns 
 
2.83 + 0.25a 
3.97 + 0.28bc 
3.40 + 0.06ab 
3.90 + 0.76bc 
4.35 + 0.05c 
0.006 
0.0087 
ns 
 
162.10 + 10.20c 
155.83 + 17.78bc 
128.01 + 1.78a 
114.48 + 19.06a 
132.08 + 8.35ab 
0.006 
0.0059 
0.0009 
 
148.40 + 17.92 
111.34 + 17.92 
116.44 + 3.14 
121.87 + 19.06 
102.33 + 19.35 
0.059 
- 
- 
 
30.63 + 1.31a 
27.83 + 5.22a 
47.21 + 1.66b 
31.84 + 3.67a 
31.32 + 0.40a 
0.000 
ns 
ns 
 
39.99 + 4.20c 
30.73 + 4.47ab 
33.38 + 1.19bc 
28.97 + 4.87ab 
25.20 + 2.34a 
0.007 
0.0019 
ns 
 
19.26 + 1.15a 
18.34 + 3.02a 
37.02 + 1.89d 
28.24 + 1.69c 
24.00 + 1.21b 
0.000 
ns 
0.0021 
 
27.15 + 2.42 
27.93 + 1.32 
28.91 + 0.93 
24.71 + 1.40 
25.17 + 2.65 
0.087 
- 
- 
หมายเหตุ  ตัวอักษรก้ากับที่แตกตา่งกันแสดงความแตกต่างเมื่อเปรยีบเทียบในคอลัมน์เดียวอย่างมีนยัส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน P<0.05 
                ns = ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (non-significant)
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ตารางที่ 3.5  การนับจ้าแนกชนิดเม็ดเลือดขาวในปลาดุกลูกผสมที่ได้รับอาหารเสริมอนุพันธ์ของ 
                     วิตามินซีภายใต้สภาวะที่ถูกทดสอบด้วยน้้าอุณหภูมิต่้า (ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบน 
                     มาตรฐาน) 
ระดับวิตะมนิซีที่เสริม 
อาหารกลุ่มทดลอง (mg/kg) 
N:L 
ratio 
Neutrophil 
(%) 
Lymphocyte 
(%) 
Monocyte 
(%) 
การทดสอบอณุหภูมิน้ า ครั้งที่ 1 
     250 
     500 
   1,000 
   1,500 
   2,000 
 
ANOVA: Pr>F 
Polynomial regression: Linear 
                                    Quadratic 
 
การทดสอบอณุหภูมิน้ า ครั้งที่ 2 
     250 
     500 
   1,000 
   1,500 
   2,000 
 
ANOVA: Pr>F 
Polynomial regression: Linear 
                                    Quadratic 
 
0.93 + 0.13c 
0.88 + 0.06c 
0.26 + 0.07a 
0.53 + 0.09b 
0.78 + 0.19c 
 
0.000 
ns 
0.0007 
 
 
0.34 + 0.04 
0.32 + 0.11 
0.24 + 0.06 
0.29 + 0.03 
0.26 + 0.09 
 
0.414 
- 
- 
 
41.67 + 1.68d 
39.11 + 0.62cd 
19.87 + 2.42a 
26.27 + 2.44b 
34.56 + 4.07c 
 
0.000 
ns 
0.0001 
 
 
23.09 + 2.07 
23.29 + 2.77 
17.89 + 2.99 
19.71 + 0.77 
19.73 + 2.12 
 
0.061 
- 
- 
 
50.40 + 2.55a 
51.58 + 1.20a 
75.80 + 3.33d 
67.82 + 2.31c 
58.76 + 2.96b 
 
0.000 
ns 
0.0001 
 
 
70.20 + 0.53 
68.67 + 1.75 
73.42 + 3.62 
72.47 + 2.20 
72.62 + 1.60 
 
0.113 
- 
- 
 
7.93 + 1.17cd 
9.31 + 0.63d 
4.33 + 0.92a 
5.91 + 0.68ab 
6.69 + 1.22bc 
 
0.001 
ns 
0.0249 
 
 
6.69 + 1.90 
8.04 + 1.52 
8.02 + 1.65 
7.82 + 1.52 
7.64 + 1.40 
 
0.830 
- 
- 
หมายเหตุ  ตัวอักษรก้ากับที่แตกตา่งกันแสดงความแตกต่างเมื่อเปรยีบเทียบในคอลัมนเ์ดียวอย่างมีนยัส้าคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมัน P<0.05 
 ns = ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (non-significant) 
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              ภาพที่ 3.2  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารต่อค่า Nitroblue tetrazolium (NBT) 
(ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะทดสอบ
อุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 1 (หลังจากสัปดาห์ที่ 4 ของการทดลอง) และคร้ังที่ 2 
(หลังจากสัปดาห์ที่ 8 ของการทดลอง)  
 
 
              ภาพที่ 3.3  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารต่อโปรตีนในเลือด (ค่าเฉลี่ย + ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะทดสอบอุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 
1 (หลังจากสัปดาห์ที่ 4 ของการทดลอง) และคร้ังที่ 2 (หลังจากสัปดาห์ที่ 8 ของ
การทดลอง)  
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             ภาพที่ 3.4  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารต่ออิมมูโนโกลบูลินในเลือด 
(ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะทดสอบ
อุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 1 (หลังจากสัปดาห์ที่ 4 ของการทดลอง) และคร้ังที่ 2 
(หลังจากสัปดาห์ที่ 8 ของการทดลอง)  
 
 
              ภาพที่ 3.5  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารต่อไลโซไซม์ในซีรัม (ค่าเฉลี่ย + ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะทดสอบอุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 
1 (หลังจากสัปดาห์ที่ 4 ของการทดลอง) และคร้ังที่ 2 (หลังจากสัปดาห์ที่ 8 ของ
การทดลอง)  
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               ภาพที่ 3.6  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารต่อค่าคอมพลีเมนต์ (ACH50) 
(ค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะทดสอบ
อุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 1 (หลังจากสัปดาห์ที่ 4 ของการทดลอง) และคร้ังที่ 2 
(หลังจากสัปดาห์ที่ 8 ของการทดลอง)  
  
 
 
 
 
 
 
 44 
 การทดลองท่ี 3   ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภูมิต้านทาน
โรคแบบไม่จ าเพาะเจาะจงในปลาดุกลูกผสมท่ีถูกทดสอบด้วยสภาวะน้ าอุณหภูมิ
ต่ า 
  
การทดลองเป็นการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่ระดับ 0, 125, 250 และ 500 mg/kgใน
อาหารปลาดุกลูกผสม และท้าการทดลองเลี้ยงปลาเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ ผลการวิเคราะห์ปริมาณ
อนุพันธ์วิตามินอีในอาหารทดลอง (ตารางที่ 3.6) พบว่าในอาหารที่ไม่ได้ท้าการเสริมอนุพันธ์
วิตามินอีมี tocopherol อยู่ที่ระดับ 9.20 mg/kg แต่ไม่พบ tocopheryl actate ส้าหรับอาหารทดลองที่
เสริมอนุพันธ์วิตามินอี พบทั้งวิตามินอีที่อยู่ในรูป tocopherol (8.42-10.22 mg/kg) และ tocopheryl 
actate โดยที่ปริมาณ tocopheryl actate  ที่ตรวจวิเคราะห์ได้สัมพันธ์กับปริมาณที่ก้าหนดที่เสริมใน
อาหาร  
 
1. ค่าการเจริญเติบโตของปลา  
ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารต่อค่าสมรรถนะการเจริญเติบโตของ
ปลาดุกลูกผสมที่ศึกษาครั้งน้ีได้แก่ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (specific growth rate) 
เปอร์เซ็นต์น้้าหนักเพิ่ม (percent weight gain) อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (Feed conversion 
ratio; FCR) ซึ่งแสดงในตารางที่ 3.6  จะเห็นได้ว่า เมื่อระดับอนุพันธ์วิตามินอีที่เสริมในอาหารสูงขึ้น 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (specific growth rate) เปอร์เซ็นต์น้้าหนักเพิ่ม (percent weight gain) 
เพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยและไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติตลอดระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห์ 
นอกจากนี้ค่า FCR ก็ไม่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มทดลองต่าง ๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  
 
2. ค่าทางโลหิตวิทยา 
การทดลองคร้ังนี้ได้น้าปลาดุกลูกผสมไปท้าการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่้า ที่ 19 องศา
เซลเซียส หลังสัปดาห์ที่ 4 ของการเลี้ยงด้วยอาหารของแต่ละกลุ่มทดลอง ซึ่งก่อนน้าปลาดุกลูกผสม
ไปทดสอบอุณหภูมิน้้า ได้ท้าการสุ่มตัวอย่างปลาดุกลูกผสมไปท้าการวิเคราะห์ค่าทางโลหิตวิทยา 
และเมื่อน้าปลาดุกลูกผสมไปทดสอบอุณหภูมิน้้า เป็นเวลา 24 ชั่วโมงก็จะท้าการวิเคราะห์ค่าทาง
โลหิตวิทยา เพื่อเปรียบเทียบกัน ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.7 พบว่าระดับการเสริมอนุพันธ์
วิตามินอีในอาหารไม่มีผลต่อค่าทางโลหิตวิทยาได้แก่ ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น, ฮีโมโกลบิน, 
จ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด และค่า MCV, MCH, MCHC แต่พบว่าการทดสอบอุณหภูมิน้้าเย็นมีผล
ต่อการเปลี่ยนแปลงค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยจะท้าให้ค่าเม็ดเลือดแดง
อัดแน่นมีค่าสูงขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มปลาดุกลูกผสมที่ได้รับอาหารที่มีอนุพันธ์วิตามินอี 500 
mg/kgเมื่อน้าไปทดสอบอุณหภูมิน้้าต้่าจะมีค่าเม็ดแดงอัดแน่นสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่อุณหภูมิน้้าปกติ 
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อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (P<0.05) อย่างไรก็ตามไม่พบว่าการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าจะมีผลที่มี
นัยส้าคัญต่อค่าทางโลหิตวิทยาอ่ืน ๆ อันได้แก่ค่า ฮีโมโกลบิน, จ้านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด และค่า 
MCV, MCH, และ MCHC 
 
ตารางที่ 3.6  ผลการวิเคราะห์ปริมาณอนุพันธ์วิตามินอีและอนุพันธ์วิตามินอีที่เสริมในอาหาร
ทดลอง และสมรรถนะการเจริญเติบโตของปลาดุกลูกผสมของแต่ละกลุ่มทดลอง  
 กลุ่มทดลองที่ไดร้ับอาหารเสริมอนุพันธ์วิตามินอี (mg/kg) 
0 125 250 500 
ปริมาณวิตามินอ ี
  tocopheryl acetate (mg/kg) 
  tocopherol (mg/kg) 
 
สัปดาห์ 1-4 
น้้าหนักเพิ่ม (%) 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (% /วัน) 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 
 
สัปดาห์ 1-4 
น้้าหนักเพิ่ม (%) 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (% /วัน) 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 
 
0.00 
9.20 
 
 
104.30 + 13.87 
  2.53 + 0.24 
  1.87 + 0.10 
 
 
52.00 + 3.70 
  1.49 + 0.09 
  1.70 + 0.10 
 
122.67 
8.42 
 
 
97.75 + 8.27 
  2.43 + 0.15 
  2.12 + 0.17 
 
 
43.05 + 8.35 
  1.27 + 0.20 
  2.09 + 0.33 
 
214.89 
8.92 
 
 
107.34 + 7.16 
   2.60 + 0.13 
 1.90 + 0.08 
 
 
48.34 + 3.20 
  1.41 + 0.08 
  1.86 + 0.09 
 
483.78 
10.22 
 
 
111.98 + 15.32 
  2.66 + 0.27 
  1.99 + 0.17 
 
 
58.27 + 6.72 
  1.63 + 0.15 
  1.68 + 0.10 
ค่าที่แสดงในตารางคือค่าเฉลี่ย + ค่าความคลาดเคลื่อน 
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ตารางที่ 3.7  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารและการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่อค่าโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสม 
             หลังจากการเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง 4 สัปดาห์ 
ระดับอนุพันธ์
วิตามินอีที่เสริม
อาหาร 
(mg/kg) 
ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%) ฮีโมกโกลบิน (g/dl) เม็ดเลือดแดง (*106/mm3) 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
   0 
125 
250 
500 
43.11 + 2.98 
37.78 + 6.66 
41.11 + 1.22 
41.33 + 4.35B 
41.94 + 3.45 
45.33 + 7.00 
46.33 + 3.61 
53.11 + 3.86A 
10.06 + 0.42 
  9.02 +  0.57 
  9.36 + 0.26 
  8.86 + 1.26 
 8.88 + 0.31 
 9.89 + 0.77 
 9.92 + 1.20 
 9.87 + 0.29 
1.95 + 0.37 
1.86 + 0.29 
2.10 + 0.34 
2.13 + 0.28 
1.95 + 0.20 
2.00 + 0.27 
2.26 + 0.30 
2.18 + 0.26 
ค่าที่แสดงในตารางคือค่าเฉลี่ย + ค่าความคลาดเคลื่อน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษใหญ่ก้ากับที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบอุณหภูมิน้้าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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3. การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว 
ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีต่อสัดส่วนชนิดของเม็ดเลือดขาวของปลาดุก
ลูกผสม ที่ได้ท้าการวิเคราะห์ที่เวลา 4 สัปดาห์ของการทดลอง แสดงดังตารางที่ 3.8  ในสภาวะปกติ
พบว่าระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีมีผลต่อ N:L ratio อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ค่า N:L 
ratio ลดลงในกลุ่มปลาดุกลูกผสมที่ได้รับอาหารที่เสริมอนุพันธ์วิตามินอีเปรียบเทียบกับปลาดุก
ลูกผสมที่เลี้ยงด้วยอาหารที่ไม่ได้เสริมอนุพันธ์วิตามินอี นอกจากนี้ยังพบว่าสภาวะน้้าที่อุณหภูมิลด
ต่้าลงมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดขาวในกลุ่มของปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยงด้วยอาหารที่ไม่ได้
เสริมอนุพันธ์วิตามินอีอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  ในกลุ่มของปลาดุกที่ไม่ได้รับการเสริม
อนุพันธ์วิตามินอีในอาหารนี้ สภาวะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้า มีผลท้าให้ neutrophil ลดลง และ 
lymphocyte เพิ่มขึ้น ส่งผลท้าให้ค่า N:L ratio สูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) พบการ
เปลี่ยนแปลงของเปอร์เซ็นต์ monocyte อันเป็นผลเนื่องมากจากระดับวิตามินที่เสริมในอาหารและการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีต่อสัดส่วนชนิดของเม็ดเลือดขาวของปลาดุก
ลูกผสม ที่ได้ท้าการวิเคราะห์ที่เวลา 8 สัปดาห์ของการทดลอง แสดงดังตารางที่ 3.8 ไม่พบการ
เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของสัดส่วนชนิดเม็ดเลือดขาวอันเป็นผลเนื่องมาจากระดับ
อนุพันธ์วิตามินอีที่เสริมในอาหารและ/หรือสภาวะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าในการตรวจวิเคราะห์
ในช่วงเวลาดังกล่าวนี้ 
 
4. ค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจง 
การศึกษาผลของระดับอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารและการทดสอบอุณหภูมิน้้าต้่า ที่ 
19 องศาเซลเซียส ต่อค่าภูมิคุ้มกัน ซึ่งได้แก่ค่าการท้างานของไลโซไซม์ (lysozyme; lz), ปริมาณ
โปรตีนในเลือด (Total protein; TP) และปริมาณอิมมูโนโกลบูลินทั้งหมด (total immunoglobulin; Ig)  
ซึ่งได้ท้าการตรวจวิเคราะห์ 2 คร้ัง ได้แก่ หลังสัปดาห์ที่ 4 และสัปดาห์ที่ 8 ของการทดลอง ซึ่งในแต่
ละคร้ังที่ท้าการทดสอบอุณหภูมิน้้า จะท้าการตรวจวิเคราะห์ก่อนและหลังการน้าปลาดุกลูกผสมไป
ทดสอบอุณหภูมิน้้า เพื่อเปรียบเทียบกัน  
 
ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีต่อต่อค่าภูมิคุ้มกันในปลาดุกลูกผสมที่ได้ตรวจ
วิเคราะห์ แสดงดังตารางที่ 3.9 ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติอันเป็นผลเนื่องมาจาก
ระดับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารต่อค่า lz, TP และ Ig เมื่อท้าการศึกษาในปลาดุกลูกผสมที่
อยู่ในสภาวะปกติ ทั้ง 2 คร้ัง (4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ของการทดลอง)  
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ในสภาวะที่ปลาดุกลูกผสมถกูทดสอบด้วยน้้าอุณหภูมิต่้าคร้ังแรก พบว่ากลุ่มปลาดุก
ลูกผสมที่เลี้ยงด้วยอาหารที่ไม่ได้เสริมอนุพันธ์วิตามินอี มีการลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ของค่า 
lz เมื่อถูกทดสอบด้วยอุณหภูมิน้้า แต่ไม่พบความแตกต่างอันเป็นผลจากการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่อค่า 
lz ในปลาดุกลูกผสมที่ได้รับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหาร ในการทดสอบอุณหภูมิน้้าครั้งที่ 2 
พบว่าการทดสอบอุณหภูมิน้้าไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของค่า lz ในปลาดุกลูกผสมทุกกลุ่มทดลอง   
การเสริมอนุพันธ์วิตามินอีไม่มีผลต่อค่าโปรตีนในเลือดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ทั้ง 
2 คร้ังของการทดลอง นอกจากนี้ไม่พบผลของการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่อการเปลี่ยนแปลงของค่า
โปรตีนในเลือดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ทั้ง 2 คร้ังของการทดสอบอุณหภูมิน้้า (ตารางที่ 3.9) 
ในสภาวะที่ทดสอบอุณหภูมิต่้าทั้ง 2 คร้ังนั้น พบว่าค่า Ig มีค่าต่้าลงในกลุ่มปลาดุก
ลูกผสมที่ได้รับอนุพันธ์วิตามินอีที่ระดับต่้า (P<0.05) โดยมีค่าต่้าที่สุดในกลุ่มปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยง
ด้วยอาหารที่ไม่ได้เสริมอนุพันธ์วิตามินอี นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบค่า Ig ที่วัดในตัวอย่างพลาสมาที่
ได้จากการเก็บตัวอย่างก่อนและหลังการทดสอบอุณหภูมิน้้าของปลาดุกลูกผสมในแต่ละกลุ่มทดลอง 
พบว่าการทดสอบอุณหภูมิน้้ามีผลต่อการลดลงของค่า Ig อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อเปรียบภายใน
กลุ่มทดลองที่ได้รับอาหารเสริมอนุพันธ์วิตามินอีระดับเดียวกัน (ตารางที่ 3.9) 
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ตารางที่ 3.8  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารและการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่อชนิดและจ้านวนเม็ดเลือดขาวของปลาดุกลูกผสม 
ระดับวิตามินอทีี่
เสริมอาหาร 
(mg/kg) 
Neutrophil (%) Lymphocyte (%) Monocyte (%) N:L ratio 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
การทดสอบอณุหภูมิน้้าครั้งท่ี 1 
   0 
125 
250 
500 
53.56 + 1.45B 
42.89 + 2.48 
46.89 + 4.45 
42.33 + 1.53 
61.56 + 0.80aA 
36.00 + 5.61b 
38.11 + 4.77b 
37.78 + 1.66b 
41.44 + 1.44A 
51.00 + 1.00 
48.78 + 4.87 
50.33 + 1.53 
30.33 + 0.51bB 
60.89 + 5.84a 
58.89 + 4.47a 
58.78 + 2.75a 
5.00 + 0.51bB 
6.11 + 1.90a 
4.33 + 0.84c 
7.33 + 0.00aA 
8.11 + 0.73aA 
3.11 + 0.40b 
3.00 + 0.39b 
3.44 + 1.10bB 
1.30 + 0.08aB 
0.84 + 0.06b 
1.00 + 0.17ab 
0.84 + 0.05b 
 2.03 + 0.05aA 
 0.82 + 0.16b 
 0.67 + 0.12b 
 0.65 + 0.06b 
การทดสอบอณุหภูมิน้้าครั้งที่ 2 
    0 
125 
250 
500 
50.67 + 0.39 
44.78 + 4.82 
45.67 + 3.98 
51.89 + 6.25 
41.56 + 4.98 
39.67 + 4.95 
38.67 + 0.58 
50.56 + 3.14 
44.33 + 1.65 
51.56 + 4.98 
50.78 + 3.70 
45.44 + 5.40 
54.33 + 4.79 
58.11 + 5.10 
55.89 + 1.82 
44.78 + 2.78 
5.00 + 1.53 
3.67 + 1.84 
3.56 + 0.48 
2.67 + 0.88 
4.11 + 0.78 
2.22 + 0.22 
5.44 + 1.79 
4.67 + 0.51 
1.15 + 0.05 
0.90 + 0.17 
0.92 + 0.14 
0.22 + 0.32 
 0.79 + 0.17 
 0.71 + 0.14 
 0.69 + 0.03 
 1.15 + 0.13 
ค่าที่แสดงในตารางคือค่าเฉลี่ย + ค่าความคลาดเคลื่อน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษใหญ่ก้ากับที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบอุณหภูมิน้้าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
ตัวอักษรภาษาอังกฤษเล็กก้ากับที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอันเนื่องมาจากระดับอนุพันธ์วิตามินอีที่เสริมในอาหารอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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ตารางที่ 3.9  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารและการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่อไลโซไซม์ โปรตีนในน้้าเลือดและค่าอิมมูโนโกลบูลินของปลาดุกลูกผสม 
ระดับวิตามินอี
ที่เสริมอาหาร 
(mg/kg) 
ไลโซไซม ์(g ml-1) โปรตีนในเลือด (mg ml-1) อิมมูโนโกลบูลิน (mg ml-1) 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบ
อุณหภูมิน้้า 
การทดสอบอณุหภูมิน้้าครั้งท่ี 1 
   0 
125 
250 
500 
3.15 + 0.33B 
3.47 + 0.63 
3.53 + 0.61 
2.73 + 0.61 
1.45 + 0.18A 
2.40 + 0.57 
2.28 + 0.42 
2.39 + 0.67 
37.66 + 1.64 
38.80 + 0.09 
41.58 + 0.63 
40.44 + 0.52 
42.39 + 0.61 
40.97 + 1.01 
40.92 + 1.18 
40.43 + 0.41 
20.85 + 2.70B 
24.60 + 0.13 
22.79 + 1.52 
25.22 + 0.71 
10.54 + 0.36aA 
17.89 + 3.53ab 
16.03 + 2.08ab 
21.03 + 0.58b 
การทดสอบอณุหภูมิน้้าครั้งท่ี 2 
    0 
125 
250 
500 
3.46 + 0.70 
2.80 + 1.06 
4.02 + 1.29 
4.07 + 1.49 
2.42 + 0.13 
2.63 + 0.69 
1.97 + 0.41 
2.39 + 0.71 
36.11 + 1.62 
34.96 + 0.27 
40.44 + 0.64 
34.73 + 3.21 
35.82 + 0.48 
33.80 + 2.00 
33.85 + 1.75 
33.65 + 2.63 
23.52+ 1.59B 
21.03 + 0.63 
22.85 + 1.23 
21.47 + 0.71 
14.13 + 1.27aA 
18.75 + 1.23b 
25.65 + 1.99b 
25.91 + 0.58b 
ค่าที่แสดงในตารางคือค่าเฉลี่ย + ค่าความคลาดเคลื่อน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษใหญ่ก้ากับที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบอุณหภูมิน้้าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
ตัวอักษรภาษาอังกฤษเล็กก้ากับที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอันเนื่องมาจากระดับอนุพันธ์วิตามินอีที่เสริมในอาหารอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)
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3.2 อภิปรายผลการศึกษา 
 
การทดลองท่ี 1  ผลของอุณหภูมิน้ าต่อค่าทางโลหิตวิทยา และ ค่า Lipid peroxidation ท่ีตับและไต  
 
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้าสามารถก่อให้เกิดเป็นความเครียดในปลาซึ่งเป็นสัตว์
เลือดเย็นและส่งผลให้เกิดภาวะ oxidative stress ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่า malondialdehyde (MDA) 
มีค่าต่้าในปลาดุกลูกผสมที่อยู่ในอุณหภูมิต่้า หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งว่าปลาดุกลูกผสมที่อยู่ในสภาวะที่
มีอุณหภูมิน้้าสูงมีค่า lipid peroxidation สูง ซึ่งผลการศึกษาคร้ังนี้เป็นไปในทางเดียวกับผลการศึกษา
ที่ได้เสนอว่าอุณหภูมิน้้าที่สูงขึ้นส่งผลให้ค่า oxidative stress สูงขึ้น เช่นในการศึกษาในปลา 
Channa puntatus (Kaur et al., 2005), ปลาทอง (Laushchak and Bagnyukova, 2006)  และปลา 
catfish (Heteropneustes fossilis (Parihar and Dubey, 1995) ซึ่งสาเหตุของสภาวะ oxidative stress 
ที่สูงขึ้นเมื่อปลาอยู่ในอุณหภูมิน้้าที่สูงขึ้นอาจจะอธิบายได้ว่า ปลาใช้ออกซิเจนมากขึ้นเมื่อปลาอยู่ใน
น้้าที่มีอุณหภูมิสูงขึ้น การใช้ออกซิเจนที่มากขึ้นส่งผลให้เกิดการผลิต reactive oxygen species 
(ROS) ในอัตราที่สูงกว่าอัตราการท้าลาย (ROS) นอกจากนี้การเกิด lipid peroxidation ยังมีค่าขึ้นลง
ในระหว่างระยะเวลาที่ท้าการทดลอง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Lushcahk และ Bangnyukova 
(2006) อย่างไรก็ตามแม้ว่าค่า MDA จะมีการเปลี่ยนแปลงขึ้นกับอุณหภูมิน้้าและระยะเวลาที่
การศึกษา แต่ค่าการเปลี่ยนแปลงยังไม่มากพอที่จะพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่เป็น
เช่นนี้เนื่องมาจากอุณหภูมิน้้าต่้า-สูงที่ใช้ในการทดสอบปลาดุกลูกผสมในการศึกษาคร้ังนี้เป็น
อุณหภูมิน้้าที่ยังอยู่ในช่วงที่ปลาดุกลูกผสมสามารถด้ารงชีวิตได้ และระยะเวลาการทดสอบ (24 
ชั่วโมง) อาจไม่มากพอที่จะพบการเปลี่ยนแปลงของค่า MDA อย่างมีนัยสา้คัญทางสถิติ  
 การวิเคราะห์ค่า NBT เป็นวิธีการหนึ่งที่ใช้วิเคราะห์การเกิด superoxide anion ซึ่ง
มักจะถูกใช้ในการวัดการเกิด superoxide anion อันเนื่องมาจากกระบวนการ phagocytosis ของเม็ด
เลือดขาวในทางอ้อม ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าปลาดุกลูกผสมที่อยู่ในอุณหภูมิต่้ามีค่า NBT สูง  ผล
การศึกษาที่พบในการศึกษาคร้ังนี้สอดคล้องกับรายงานการศึกษาที่ได้มีผู้ศึกษาไว้ ซึ่งได้รายงานว่า
อุณหภูมิน้้าต่้ามีผลต่อการเพิ่มค่า respiratory burst acitivity และกระบวนการ phagocytosis  ในปลา 
Tinca tinca, channel catfish และปลาไน (Dexiang and Anisworth, 1991; Collazos et al., 1994; Le 
Morvan et al., 1997) 
 ในการศึกษาคร้ังนี้พบการเปลี่ยนแปลงของค่าทางโลหิตวิทยาอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติในช่วงแรกของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้า ที่ เป็นเช่นนี้อาจอธิบายได้ว่าปลาดุกลูกผสมเกิด
ภาวะช็อกจากอุณหภูมิน้้าอย่างเฉียบพลัน (Acute thermal shock) หลังจากนั้นค่าการเปลี่ยนแปลง
ทางโลหิตวิทยามีการเปลี่ยนแปลงน้อยลงในเวลาการทดสอบต่อมา และพบค่าการเปลี่ยนแปลงทาง
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โลหิตวิทยาอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติอีกคร้ังในช่วงเวลาสุดท้ายของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ ที่เป็น
เช่นนี้อาจเนื่องมาจากหลังจากปลาดุกลูกผสมเกิดภาวะช็อกอุณหภูมิน้้าอย่างเฉียบพลัน ปลาดุก
ลูกผสมได้มีกลไกการปรับสภาวะร่างกายให้เข้ากับสภาวะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิดังกล่าว แต่
เนื่องจากปลาดุกลูกผสมไม่สามารถปรับสภาพร่างกายให้เข้ากับค่าการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวได้ จึง
พบค่าการเปลี่ยนแปลงของโลหิตวิทยาอีกคร้ังหนึ่ง ซี่งเกิดเนื่องจากปลาดุกเร่ิมเข้าสู่ภาวะ chronic 
stress อันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้า ซึ่งสอดคล้องกับบทความปริทรรศน์ที่เขียนโดย 
Matineez-Porchas  et al. (2009) ได้รายงานว่าเมื่อสัตว์ประสบกับภาวะความเครียด จะพบความ
แตกต่างของสารเคมีในเลือดในช่วงแรก หลังจากนั้นค่าการเปลี่ยนแปลงสารเคมีในเลือดจะกลับเข้า
สู่ภาวะปกติอันเนื่องมาจากสัตว์มีการปรับตัวให้เข้ากับภาวะสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมนั้น แต่ค่า
การเปลี่ยนแปลงของสารเคมีในเลือดจะเกิดขึ้นอีกคร้ังถ้าหากสัตว์ไม่สามารถปรับตัวได้ อย่างไรก็
ตามการศึกษาคร้ังนี้ไม่พบความผิดปกติภายนอกของปลาดุกลูกผสม ทั้งอาจเน่ืองมาจากการทดสอบ
อุณหภูมิน้้าเกิดขึ้นในระยะเวลาสั้น เวลา 24 ชั่วโมงไม่ยาวนานพอที่จะก่อเกิดความผิดปกติภายนอกที่
สามารถสังเกตได้  
 
การทดลองท่ี 2  ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภูมิต้านทานโรคแบบไม่
จ าเพาะเจาะจงในสภาวะน้ าอุณหภูมิต่ า 
 
 เป็นที่ทราบกันดีว่าวิตามินซี L-ascorbic acid มักจะไม่คงทน และถูกออกซิไดส์ได้
ง่าย ปัจจุบันนี้วิตามินซีที่ใช้ในอาหารสัตว์น้้าได้มีการปรับแปลงโครงสร้างโมเลกุลของวิตามินซี  
สร้างเป็นสารอนุพันธ์วิตามินซี เพื่อให้มีความคงทน เหมาะสมในการใช้เป็นสารเสริมในอาหาร
สัตว์น้้ามากยิ่งขึ้น รูปแบบของอนุพันธ์วิตามินซีที่เป็นที่นิยมใช้เป็นสารเสริมในอาหารสัตว์น้้า มีอยู่ 
2 ชนิด ได้แก่ L-ascorbyl-2-sulfate และ L-ascorbyl-2-phosphate  ได้มีการศึกษาเปรียบเทียบการใช้
อนุพันธ์วิตามินซี 2 รูปนี้เสริมในอาหารปลา Channel catfish พบว่าปลา Channel catfish สามารถ
ใช้ประโยชน์จากอนุพันธ์วิตามินซีในรูปของ L-ascorbyl-2-phosphate  ได้ดีกว่าอนุพันธ์วิตามินซีใน
รูปของ L-ascorbyl-2-sulfate (EL Naggar and Lovell, 1991)  ในการศึกษาคร้ังนี้ได้ใช้อนุพันธ์
วิตามินซีในรูปของ L-ascorbyl-2-phosphate เสริมในอาหารทดลอง ผลการตรวจสอบปริมาณ
อนุพันธ์วิตามินซีในอาหารทดลองที่สอดคล้องกับปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีที่ท้าการเสริมในอาหาร
แสดงให้เห็นถึงความคงทนของอนุพันธ์วิตามินซีที่ใช้ศึกษาในคร้ังนี้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน
การศึกษาที่แสดงให้เห็นถึงความคงทนและการใช้ประโยชน์จากของอนุพันธ์วิตามินซีในรูป L-
ascorbyl-2-phosphate (Wang et al., 2003; Chen et al., 2007) ในอาหารปลา อนุพันธ์วิตามินซีใน
รูปของ L-ascorbyl-2-phosphate ได้จากการเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลที่ต้าแหน่งที่ 2 ของอะตอม
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คาร์บอนในวงแหวนเป็นหมู่ฟอสเฟต ถึงแม้ว่าจะไม่ได้มีการพิสูจน์ถึงการท้างานของเอ็นไซม์ฟอส
ฟาเตสในล้าไส้ของปลาดุกลูกผสม แต่คาดว่าเมื่อปลาดุกลูกผสมได้รับอาหารที่เสริม L-ascorbyl-2-
phosphate เมื่ออาหารผ่านไปที่ล้าไส้เล็ก L-ascorbyl-2-phosphate จะถูก hydrolyse ด้วยเอ็นไซม์
ฟอสฟาเตสเป็น ascorbic acid แล้วจึงถูกดูดซึมไปใช้ประโยชน์ในร่างกาย ซึ่งน่าจะมีกลไกที่
คล้ายคลึงกับกลไกที่อธิบายไว้ในรายงานการศึกษาของ Matusiewicz and Dabrowski (1995) 
 วิตามินซีถูกดูดซึมที่ล้าไส้เล็ก ด้วยกระบวนการ active transport ซึ่งเป็นแบบ 
sodium-ascorbate cotransport ผ่านเมมเบรนของ enterocyte (Wilson, 2005) หลังจากถูกดูดซึม
วิตามินซีจะผ่านเข้าไปในตับและสะสมในตับและอวัยวะต่าง ๆ  ซึ่งความคงทนของวิตามินซี และ
ปริมาณการสะสมของวิตามินซีในอวัยวะต่าง ๆ จะแตกต่างกันขึ้นกับชนิดของปลา ในการศึกษา
คร้ังนี้ได้ท้าการวิเคราะห์ปริมาณของอนุพันธ์วิตามินซีที่สะสมในตับของปลาดุกลูกผสมเมื่อได้รับ
อาหารทดลองที่มีการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับแตกต่างกัน พบว่าปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีที่
ตรวจพบในตับมีระดับใกล้เคียงกันในทุกกลุ่มทดลองที่ได้รับอาหารที่มีการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่
ระดับแตกต่างกัน ซึ่งผลการศึกษาคร้ังนี้สอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ Fournier et al. (2000) 
ที่รายงานว่าปลามีการสะสมวิตามินซีในตับแบบคงที่ แม้ว่าจะได้รับอาหารที่มีระดับวิตามินซีสูงขึ้น 
(Plateau effect) แต่อย่างไรก็ตามก็มีการรายงานว่าปลามีการสะสมวิตามินซีในตับเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับ
วิตามินซีในอาหารที่ระดับสูงขึ้น ซึ่งพบใน parrot fish (Wang et al., 2003), Mediterranean sea 
bream (Sparus aurata) (Amerio et al., 2000) และในปลา Oscar (Fracalossi et al., 1998) 
 การรายงานถึงการประเมินระดับที่เหมาะสมของวิตามินซีในอาหารที่ปลา 
(Optimum level) ควรได้รับเพื่อให้ปลาด้ารงชีวิตเป็นปกติ โดยการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ระดับวิตามินซีที่ได้รับในอาหารและระดับวิตามินซีที่สะสมในตับ เพื่อประเมินปริมาณวิตามินที่
เหมาะสมในอาหาร (Optimum level) ซึ่งก็คือปริมาณวิตามินซีในอาหารที่ต่้าที่สุดที่ปลาได้รับแล้วมี
การสะสมวิตามินซีที่ตับที่สูงที่สูด ในการศึกษาคร้ังนี้นอกจากปริมาณการสะสมวิตามินซีในปลาดุก
ลูกผสมจะมีค่าคงที่ในทุกกลุ่มทดลองแล้ว ในระหว่างการทดลองผู้วิจัยไม่พบอาการของการขาด
วิตามินซี (สังเกตจากกระดูกสันหลังโค้งงอ) ในกลุ่มทดลองที่ปลาได้รับวิตามินซีที่ระดับ 250 
mg/kg และอัตราการรอดของปลาแต่ละกลุ่มทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ นอกจากนี้
ค่าอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (feed conversion ration) ยังมีค่าไม่แตกต่างกันในอาหารแต่ละ
กลุ่มทดลอง จึงน่าจะสรุปได้ว่า การเสริมอนุพันธ์วิตามินซี L-ascorbyl-2-phosphate ที่ 250 mg/kg 
น่าจะเป็นระดับที่เหมาะสมของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารปลา (Optimum level) ซึ่งระดับ
ดังกล่าวนี้สอดคล้องกับการแนะน้าของบริษัทผู้ผลิต 
 แม้ว่าระดับการเสริมวิตาอนุพันธ์มินซีในอาหารที่ระดับ 250 mg/kg จะเป็นระดับที่
เหมาะสมที่เสริมในอาหารแล้วส่งผลให้ปลาดุกลูกผสมไม่แสดงอาการอันเนื่องมาจากการได้รับ
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วิตามินซีในอาหารไม่เพียงพอ แต่พบว่าที่ระยะเวลาการทดลอง 1 เดือน เมื่อเพิ่มปริมาณการเสริม
อนุพันธ์วิตามินซีในอาหาร สามารถเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโตของปลาดุกลูกผสมได้อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ จากการวิเคราะห์ trend analysis พบว่าผลการเพิ่มปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีใน
อาหารต่อสมรรถนะการเจริญเติบโตซึ่งแสดงด้วยค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะและเปอร์เซ็นต์
น้้าหนักเพิ่มซึ่งมีความสัมพันธ์กันในเชิงเส้นตรงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และพบว่าการเสริม
อนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1,000-1,500 mg/kg น่าจะเป็นระดับต่้าที่สุดที่ส่งผลให้ปลาดุกลูกผสมมี
เปอร์เซนต์น้้าหนักเพิ่มและค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะสูงที่สุด เนื่องจากการเสริมอนุพันธ์
วิตามินซีที่ระดับสูงกว่านี้ (2000 mg/kg)ไม่ได้ท้าให้ผลของสมรรถนะการเจริญเติบโตดังกล่าวดีขึ้น
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  ผลการศึกษาคร้ังนี้สอดคล้องกับรายงานการศึกษาในปลาดุกอัฟริกันที่
พบว่าเมื่อเลี้ยงปลาด้วยอาหารที่เสริมวิตามินซีที่ระดับ 50 mg/kg น่าจะเป็นปริมาณที่เพียงพอที่ปลา
จะไม่แสดงอาการขาดวิตามินซี และพบว่าถ้าเพิ่มปริมาณวิตามินซีที่เสริมในอาหารเป็น 1,500 
mg/kg ปลาดุกอัฟริกันจะมีค่าสมรรถนะการเจริญเติบโตและการใช้ประโยชน์จากอาหารได้สูงที่สุด 
(Adewolu and Aro, 2009) 
เมื่อท้าการเก็บข้อมูลสมรรถนะการเจริญเติบโตของปลาดุกลูกผสมในเวลาต่อมา 
(สัปดาห์ที่ 5-8) พบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 250 mg/kgน่าจะเป็นระดับที่เพียงพอต่อ
สมรรถนะการเจริญเติบโตที่สูงที่สุด  เนื่องจากเมื่อปลาดุกลูกผสมได้รับอาหารที่มีการเสริมอนุพันธ์
วิตามินซีที่ระดับสูงขึ้น สมรรถนะการเจริญเติบโตไม่ได้มีค่าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่เป็น
เช่นนี้อาจจะอธิบายได้ว่า ความต้องการวิตามินซีของปลาจะแตกต่างกันขึ้นกับชนิดปลาและระยะ
การเจริญเติบโตของปลา (Merchie et al., 1996) อาจเป็นไปได้ว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 
250 mg/kgเป็นระยะเวลานานท้าให้เกิดการสะสมวิตามินซีอย่างต่อเนื่อง การเสริมที่ระดับนี้ระยะ
ยาวจึงเพียงพอที่จะส่งผลให้ปลามีสมรรถนะการเจริญเติบโตสูงที่สุด 
การศึกษาค่าทางโลหิตวิทยาเป็นอีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการประเมินสุขภาพของปลา 
(Adhikari et al., 2004; Silveira-Coffigny et al., 2004; De Andrade et al., 2007) ในการวิจัยคร้ังนี้
พบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารมีผลต่อค่าทางโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสมภายใต้
สภาวะความเครียดอันเนื่องมาจากน้้าอุณหภูมิต่้า  ซึ่งพบว่าค่าฮีโมโกลบินมีค่าสูงขึ้นในปลาดุก
ลูกผสมที่ได้รับอาหารที่มีการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับสูง โดยมีความสัมพันธ์แบบ quadratic 
และพบว่าค่าจ้านวนเม็ดเลือดแดงมีค่าสูงขึ้นในปลาดุกลูกผสมที่ได้รับอาหารที่เสริมอนุพันธ์วิตามิน
สูงขึ้น และมีความสัมพันธ์กันในเชิงเส้นตรง ซึ่งผลของวิตามินซีต่อการเพิ่มขึ้นของฮีโมโกลบินและ
จ้านวนเม็ดเลือดแดงนี้สอดคล้องกับการศึกษาในปลา piracucu (Arapaima gigas) ที่รายงานว่า
วิตามินซีมีผลต่อการเพิ่มขึ้นของค่าฮีโมโกลบินและจ้านวนเม็ดเลือดแดง (De Andrade et al., 2007) 
ผลดังกล่าวนี้อาจใช้รายงานการศึกษาของกลไกการดูดซึมธาตุเหล็กที่ได้มีการศึกษาในมนุษย์มา
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อธิบายได้ว่า วิตามินซีเปลี่ยน ferric iron เป็น ferrous iron ซึ่งอยู่ในรูปแบบที่ละลายและดูดซึมผ่าน
ผนังล้าไส้เล็กได้ดี  ท้าให้ร่างกายสัตว์ดูดซึมธาตุเหล็กได้มากขึ้น ธาตุเหล็กเป็นสารที่ส้าคัญต่อการ
สร้างเม็ดเลือดแดงจึงท้าให้จ้านวนเม็ดเลือดแดงสูงขึ้น แม้ว่าจะไม่ได้มีการศึกษาถึงกลไกดังกล่าวใน
ปลา แต่ก็มีรายงานถึงผลของการเสริมวิตามินซีร่วมกับธาตุเหล็กต่อการเพิ่มขึ้นของจ้านวนเม็ดเลือด
แดง ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น และค่าฮีโมโกลบินใน channel catfish (Lim et al., 2000) ผลของ
อนุพันธ์วิตามินซีต่อการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดแดงน่าจะเป็นปัจจัยที่ช่วยปรับสมดุลของสุขภาพปลา
เมื่อปลาอยู่ภายใต้สภาวะความเครียด เนื่องจากได้มีรายงานการศึกษาว่าเมื่อปลาอยู่ในสภาวะ
ความเครียดหรือสภาวะที่สิ่งแวดล้อมทางน้้าไม่เหมาะสม มักจะมีอาการของโลหิตจาง เช่น ค่าเม็ด
เลือดแดงและฮีโมโกลบินในปลาไนต่้าลงเมื่อปลาไนอยู่ในน้้าที่มีไนไตรต์สูง (Svobodova et al., 
2005) และ Adhikari et al. (2004) พบว่าการปนเปื้อนของยาฆ่าแมลงในน้้าส่งผลท้าให้ปลายี่สก 
(Labeo rohita) มีค่าเม็ดเลือดแดงและฮีโมโกลบินต่้าลง นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยว่าปลานิลที่ได้ติด
เชื้อแบคทีเรียมีค่าเม็ดเลือดแดง ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น และค่าฮีโมโกลบินต่้าลง โดยสภาพการ
เลี้ยงปลาในธรรมชาติแล้ว ปลามักจะพบกับสภาวะที่ก่อให้เกิดความเครียดได้พร้อมกัน ๆ ดังนั้น
การเสริมวิตามินซีจึงน่าจะเป็นตัวช่วยรักษาสภาวะทางค่าโลหิตวิทยาไม่ให้แย่ลงเมื่อปลาเผชิญกับ
ความเครียดหลายอย่างเกิดขึ้นพร้อมกันได้   
ผลการศึกษาคร้ังนี้ชี้ให้เห็นว่าผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับสูงในเวลาที่
ยาวนานขึ้นไม่มีผลต่อค่าทางโลหิตวิทยา ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีต่อ
การลดอันตรายจากสภาวะความเครียดในปลาดุกลูกผสม ในระยะสั้น (4 สัปดาห์) ควรใช้ปริมาณ
การเสริมที่สูง (1,500 mg/kg) และระยะยาวใช้ปริมาณการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับต่้าสุด (250 
mg/kg)  
 การท้างานของเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะเจาะจง (cellular non-specific 
defense) เป็นระบบภูมิคุ้มกันที่มีความส้าคัญในปลาซึ่งเกี่ยวข้องกับการท้าลายเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอม การท้างานของเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันที่ส้าคัญ ได้แก่การท้างานของเซลล์เม็ดเลือดขาว 
เม็ดเลือดขาวชนิด monocyte/macrophages มีบทบาทต่อการท้าลายเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม 
(Wedemeyer et al., 1996) แต่ถึงกระนั้นก็ยังพบว่าการลดลงของจ้านวนเม็ดเลือด monocyte ในปลา
นิลที่ติดเชื้อ Enterococcus (Martins et al., 2009) ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าการเปลี่ยนแปลงของ
จ้านวนเม็ดเลือดขาว monocyte ในปลาดุกลูกผสมแต่ละกลุ่มทดลองภายใต้สภาวะน้้าอุณหภูมิต่้า 
โดยพบว่าจ้านวนเม็ดเลือดขาวชนิด monocyte ลดลงในกลุ่มปลาดุกลูกผสมที่ได้เลี้ยงด้วยอาหารที่
เสริมอนุพันธ์วิตามินในระดับสูง ผลของวิตามินซีต่อเม็ดเลือดขาว monocyte มีการรายงานแตกต่าง
กัน เช่น รายงานการศึกษาในปลา Amazonian native fish (Brycon amazonicus) ซึ่งพบว่าการเสริม
วิตามินซีในอาหารที่เพิ่มขึ้นไม่มีผลต่อการเพิ่มเม็ดเลือดขาว monocyte และยังพบว่าการเสริมสา
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รกลูแคนซึ่งเป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาเรนโบว์เทร้าไม่มีผลต่อการเพิ่มจ้านวนของเม็ดเลือด
ขาว monocyte ภายใต้สภาวะความเครียดอันเนื่องมาจากการขนส่ง (Volpatti et al., 1998)      
เม็ดเลือดขาว lymphocytes มีบทบาทเกี่ยวข้องกับทั้งระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ
และระบบภูมิคุ้มกันแบบจ้าเพาะซึ่งท้าหน้าที่เกี่ยวกับการสร้างแอนติบอดี และการลดลงของจ้านวน 
lymphocytes มีผลต่อการลดลงของระบบภูมิคุ้มกัน (Wedemeyer et al., 1990; Martins et al., 2009) 
เม็ดเลือดขาว neutrophils เป็นเม็ดเลือดขาวชนิดที่มีแกรนูล และมีบทบาทส้าคัญต่อระบบภูมิคุ้มกัน
แบบไม่จ้าเพาะ โดย  neutrophils จะเคลื่อนที่ไปบริเวณที่ติดเชื้อและท้าหน้าที่เป็น phagocyte เพื่อ
ก้าจัดเชื้อโรค (Wedemeyer et al., 1990) ในการทดสอบที่ 4 สัปดาห์ของการทดลอง ภายใต้สภาวะ
การลดต่้าลงของอุณหภูมิน้้า  การเพิ่มขึ้นของปริมาณการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารมีผลต่อ
การเพิ่มจ้านวนเม็ดเลือดขาว lymphocytes ในเชิงความสัมพันธ์แบบ quadratic แต่การเพิ่มขึ้นของ
อนุพันธ์วิตามินซีมีผลต่อการลดลงของเม็ดเลือดขาว Neutrophil ซึ่งแตกต่างจากรายงานการศึกษา
ของในปลา Amazonian ซึ่งพบว่าการเสริมวิตามินซีในอาหารไม่มีผลต่อจ้านวนเม็ดเลือดขาว 
Neutrophil (Affonso et al., 2007)  
สัดส่วนจ้านวนเม็ดเลือดขาว neutrophil ต่อ lymphocyte สามารถใช้เป็นดัชนีบ่ง
บอกถึงการตอบสนองต่อความเครียด ยกตัวอย่างเช่น รายงานการศึกษาพบว่าฮอร์โมนที่เกี่ยวข้อง
กับความเครียดส่งผลต่อการเพิ่มขึ้นของจ้านวนเม็ดเลือดขาว neutrophil ในปลาไน (Balabanova et 
al., 2009) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาของ Davis et al. (2008) อธิบายถึงจ้านวนเม็ดเลือดขาว
สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้สภาวะความเครียดในสัตว์มีกระดูกสันหลัง ความเครียดและระดับฮอร์โมน 
glucocorticoid มีผลต่อการเพิ่มขึ้นของ neutrophil และการลดลงของ lymphocyte ในกระแสเลือด 
(N:L ratio) หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งว่าความเครียดส่งผลต่อค่า N:L ratio สูงขึ้น ผลการศึกษาคร้ังนี้
พบว่าที่ระยะเวลาการทดลอง 4 สัปดาห์ หรือภายใต้สภาวะความเครียดจากอุณหภูมิน้้าต่้าลงคร้ังแรก 
การเพิ่มปริมาณการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีมีผลต่อการลดลงของค่า N:L ratio  ซึ่งอาจกล่าวได้ว่าการ
เสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ปริมาณสูงในอาหารสามารถบรรเทาสภาวะความเครียดในการเลี้ยงปลาดุก
ลูกผสมได้ 
ในระหว่างการเกิดกระบวนการ phagocytosis หรือเกิดการกระตุ้นกระบวนการ 
phagocytosis เม็ดเลือดขาว neutrophil และ monocyte จะผลิต superoxide anion และ hydrogen 
peroxide เพื่อท้าลายเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย การวัดค่า NBT spectrophotometer 
เป็นค่าหนึ่งที่แสดงถึงปริมาณอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจากกิจกรรม respiratory burst activity และใช้
การแสดงค่าทางอ้อมถึงกระบวนการ phagocytosis ได้มีรายงานการศึกษาพบว่าโปรไบโอติค 
levamisole และ กลูแคน มีผลต่อการเพิ่มขึ้นของค่า NBT ในปลานิล (Taoka et al., 2006) ปลาเรน
โบว์เทร้า (Ispir and Yonar, 2007) และ ปลาดุกด้าน (C. batrachus)  (Kumari and Sahoo, 2006) 
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ตามล้าดับ ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าภายใต้การทดสอบน้้าอุณหภูมิต่้าคร้ังแรก การเพิ่มปริมาณการ
เสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารมีผลต่อการเพิ่มขึ้นของค่า NBT spectrophotometer อย่างมี
นัยส้าคัญ และยังพบผลของการเพิ่มปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีต่อค่า NBT spectrophotometer ในการ
ทดสอบอุณหภูมิน้้าคร้ังที่ 2 เพียงเล็กน้อย ซึ่งผลการศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของ
อนุพันธ์วิตามินซีต่อการเพิ่มขึ้นของกระบวนการท้าลายเชื้อโรคในปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะ
ความเครียดอันเนื่องมากจากอุณหภูมิน้้าต่้า 
ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าค่าปริมาณโปรตีนในเลือดมีค่าสูงสุดในปลาดุกลูกผสมที่
เลี้ยงด้วยอาหารที่มีการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1000-1500 mg/kg ในปลาดุกลูกผสมที่ถูก
ทดสอบด้วยย้้าอุณหภูมิต่้าคร้ังที่สอง ในการศึกษาอ่ืน ๆ ที่ผ่านมา ได้มีการรายงานผลของวิตามินซี
ต่อการเพิ่มขึ้นของปริมาณโปรตีนในเลือดในปลา piracucu (De Andrade et al., 2007) การเพิ่มขึ้น
ของปริมาณโปรตีนในเลือดอาจมาจากปริมาณสารน้้าที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน (humoral non-
specific defense) ซึ่งได้แก่ ปริมาณของเอ็นไซม์ไลโซไซม์ คอมคลีเมนต์ และอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่ง
สารโปรตีนในน้้าเลือดเหล่านี้มีบทบาทต่อการท้าลายเชื้อโรคในกระแสเลือด ในการศึกษาคร้ังนี้
พบว่า ในสภาวะที่ปลาดุกลูกผสมถูกทดสอบอุณหภูมิน้้าเย็นคร้ังที่สอง ปลาดุกลูกผสมที่ได้รับ
อาหารที่เสริมวิตามินซีที่ปริมาณสูงจะมีค่าไลโซไซม์สูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และยังพบว่า
ค่าคอมพลีเมนต์ก็สูงขึ้นแม้ว่าจะไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติก็ตาม ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน
การศึกษาที่เคยไม้มีผู้แสดงให้เห็นว่าวิตามินซี (500 mg/kg) มีผลต่อการเพิ่มการท้างานของ
เอ็นไซม์ไลโซไซม์และคอมพลีเมนต์ในปลา yellow croaker (Ai et al., 2006)  แม้กระทั่งรายงาน
การศึกษาในปลา sturgeon (Acipenser baerii) ซึ่งเป็นปลาที่มีความสามารถในการสร้างวิตามินซี ก็
ยังพบว่าการเสริมวิตามินซีในอาหารส่งผลต่อการเพิ่มค่าการท้างานของเอ็นไซม์ไลโซไซม์ (Xie et 
al., 2006) นอกจากนี้ยังได้มีผู้รายงานว่าวิตามินซีมีผลต่อการเพิ่มการท้างานของคอมพลีเมนต์ 
(Chen et al., 2007; Ortuno et al., 2003) อย่างไรก็ตามก็มีรายงานการศึกษาที่ขัดแย้งกัน เช่น
การศึกษาในปลา hybrid striped bass พบว่าการเพิ่มปริมาณการเสริมวิตามินซีในอาหารไม่มีผลต่อ
การเพิ่มการท้างานของเอ็นไซม์ไลโซไซม์ (Sealey and Gatlin, 2002a)  
ภายใต้สภาวะการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่้าคร้ังที่สองนี้ ปลาดุกลูกผสมมีค่าปริมาณ
อิมมูโนโกลบูลินสูงขึ้นในกลุ่มทดลองที่ได้รับการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในระดับที่สูงขึ้น ผลคร้ังนี้
สอดคล้องกับรายงานของปลา matrinxa (B. amazonicus) (Affonso et al., 2007) อย่างไรก็ตาม
ขัดแย้งกับรายงานการศึกษาของ Sealey และ Gatlin (2002a) ซึ่งไม่พบผลของเพิ่มปริมาณวิตามินซี
ในอาหารต่อการเพิ่มค่าอิมมูโนโกลบูลินในเลือด การเพิ่มขึ้นของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินใน
การศึกษาคร้ังสามารถอธิบายได้ว่า น่าจะเป็นผลมาจากการเพิ่มขึ้นของปริมาณเม็ดเลือดขาว 
lymphocyte ซึ่งเป็นเม็ดเลือดขาวที่เกี่ยวข้องกับการสร้างอิมมูโนโกลบูลิน 
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นอกจากนี้ยังมีการรายงานถึงผลของความเครียดจากอุณหภูมิน้้าต่อการลดลงของ
ค่าไลโซไซม์และคอมพลีเมนต์ในปลานิล (Ndong et al., 2007) ความเครียดมีผลต่อฮอร์โมนคอร์ติ
ซอลซึ่งน่าจะส่งผลต่อกระบวนการ gluconeogenesis ท้าให้ค่าโปรตีนในน้้าเลือดลดลง (Demers 
and Bayne, 1997; Svobodova et al., 2006) ดังนั้นการเสริมวิตามินซีในอาหารที่ส่งผลต่อการเพิ่ม
ค่าไลโซไซม์และคอมพลีเมนต์จึงน่าจะเป็นการช่วยเพิ่มภูมิต้านทานโรคให้กับปลาดุกลูกผสม
โดยเฉพาะเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะความเครียดของอุณหภูมิน้้า 
 
การทดลองท่ี 3   ผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารต่อค่าทางโลหิตวิทยาและภูมิต้านทาน
โรคแบบไม่จ าเพาะเจาะจงในปลาดุกลูกผสมท่ีถูกทดสอบด้วยสภาวะน้ าอุณหภูมิต่ า 
   
ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินในอาหารไม่มีผลต่อการเพิ่มค่า
อัตราการรอดของปลาดุกลูกผสมอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ผลของการอนุพันธ์วิตามินอีต่อการเพิ่ม
ค่าอัตราการรอดของปลาได้มีการรายงานไว้แตกต่างกัน ได้มีรายงานการวิจัยจ้านวนหนึ่งแสดงว่า
วิตามินอีไม่ให้ผลที่เด่นชัดต่อการเพิ่มอัตราการรอดของปลา piracucu ที่ทดลองในสภาวะการเลี้ยง
ในกระชัง (de Menezes et al., 2006) ปลา turbot และ Halibut (Tocher et al., 2002) ปลา gilthead 
seabream (Montero et al., 2001) และปลา rohu (Sau et al., 2004) อย่างไรก็ตามมีการรายงานว่าการ
เพิ่มการเสริมวิตามินมีผลต่อการเพิ่มอัตราการรอดของปลาเรนโบว์เทร้า (Pearce et al., 2003) ปลา 
sea bream (Tocher et al., 2002) และปลา gilthead seabream ในสภาวะความเครียด (Montero et al., 
2001)  
ในการศึกษานี้พบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารไม่มีผลต่อการเพิ่ม
สมรรถนะการเจริญเติบโตอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ผลการศึกษาคร้ังนี้เป็นในทางเดียวกับที่ได้มี
การรายงานไว้ในผลการวิจัยในปลา ของ turbot และ Halibut (Tocher et al., 2002) และปลา 
gilthead seabream (Montero et al., 2001) ในทางตรงกันข้ามได้มีรายงานการวิจัยที่แสดงให้เห็นว่า
วิตามินอีมีผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโตใน ปลาเรนโบว์เทร้า, sea bream, piracucu และ 
rohu (Tocher et al., 2002; Pearce et al., 2003; Sau et al., 2004; de Menezes et al., 2006) 
นอกจากนี้การศึกษาคร้ังนี้พบว่าการเพิ่มการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารทดลองไม่มีผลต่อค่า
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (FCR) แต่การศึกษาในปลา rohu พบว่าวิตามินอีมีผลต่อการลดค่า 
FCR (Sau et al., 2004) 
จากผลการศึกษาคร้ังนี้และจากผลการศึกษาที่ได้มีผู้อ่ืนรายงานไว้นั้น จะเห็นได้ว่า
การเสริมวิตามินอีในอาหารทดลองมีผลต่ออัตราการรอด สมรรถนะการเจริญเติบโต และอัตราการ
เปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อนั้นมีความหลากหลาย ความแตกต่างของผลของการเสริมวิตามินอีในปลา
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ชนิดต่าง ๆ อาจเนื่องมาจากชนิดปลาที่ทดลอง ระยะการเจริญเติบโตของปลาที่ใช้ทดลอง และ
สภาวะการเลี้ยงที่ใช้ทดลอง 
 ในการศึกษาผลของวิตามินอีต่อค่าทางโลหิตวิทยาคร้ังนี้ไม่พบความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติอันเป็นผลเนื่องมาจากระดับวิตามินอี ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยในปลา 
gilthead seabream (Montero et al., 2001) แต่ได้มีการรายงานถึงผลของวิตามินอีต่อการ
เปลี่ยนแปลงของค่าทางโลหิตวิทยาในปลา piracucu ปลา hybrid striped bass และ ปลา Piaractus 
mesopotamicus (de Menezes et al., 2006; Andrade et al., 2007; Garcia et al., 2007; Sealey et al., 
2002a)  
 ค่าทางโลหิตวิทยาสามารถเป็นน้ามาใช้ในการบ่งชี้ต่อการตอบสนองต่อความเครียด
ของสัตว์ ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่า ภายใต้สภาวะที่ปลาดุกลูกผสมถูกทดสอบด้วยน้้าอุณหภูมิต่้านั้น 
ปลาดุกลูกผสมที่ได้รับวิตามินอีปริมาณสูงมีค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นสูงขึ้น แสดงถึงภาวะ 
hemoconcentration ซึ่งได้มีการรายงานถึงสภาวะ hemoconcentration ในปลา gilthead seabream ที่
เลี้ยงด้วยอาหารที่ไม่มีการเสริมวิตามินอี และถูกทดสอบด้วยสภาวะความเครียด (Montero et al., 
2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาว่าสภาวะความเครียดท้าให้ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นของปลา
บางชนิดสูงขึ้น เช่นการศึกษาในปลา Brycon cephalus (Urbinati et al., 2004) และปลา sunshine 
bass (Davis, 2004) และได้มีการวิจัยพบว่าสภาพน้้าอุณหภูมิต่้าท้าให้ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นสูงขึ้น
ในปลา B. amazonicus (Inoue et al., 2008) และปลา Brook char (Diouf et al., 2000) แม้ว่าสภาวะ
ความเครียดที่ส่งผลต่อค่าโลหิตวิทยาจะยังมีการอธิบายไว้มากนักในปลา แต่ได้มีรายงานการศึกษา
ถึงผลของความเครียดต่อค่าทางโลหิตวิทยาในคน (Allen and Patterson, 1995) สภาวะความเครียด
ท้าให้เกิด hemoconcentration การเกิด hemoconcentration อาจเกิดได้จากหลายสาเหตุ เช่น 
hemoconcentration อาจเกิดจากการที่ของเหลวจากพลาสมาเคลื่อนที่เข้าสู่เม็ดเลือดแดง ท้าให้เม็ด
เลือดแดงเพิ่มปริมาตรสูงขึ้น และ hemoconcentration เกิดจากจ้านวนเม็ดเลือดแดงที่เพิ่มขึ้นเนื่อง
มากจากอวัยวะที่สร้างเม็ดเลือดแดงมีการผลิตเม็ดแดงมากขึ้น นอกจากนี้ยังได้มีรายงานการศึกษาว่า
ฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับความเครียดมีผลต่อการเพิ่มขนาดของเม็ดเลือดแดง (Niminma and Huestis, 
1984) ในการศึกษาคร้ังนี้การเพิ่มขึ้นของค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นแต่ค่าฮีโมโกลบินไม่เปลี่ยนแปลง
นั้นน่าจะเป็นผลมาจากการเพิ่มขนาดของเม็ดเลือดแดง ซึ่งภาวะ hemoconcentration พบในกลุ่ม
ทดลองที่ได้รับอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารสูง แสดงให้เห็นว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่ปริมาณ
สูงส่งผลเสียต่อปลาดุกลูกผสม โดยเฉพาะอย่างยิ่งในปลาดุกลูกผสมที่อยู่ใต้สภาวะความเครียดจาก
น้้าอุณหภูมิต่้า 
 เม็ดเลือดขาวเป็นเซลล์ที่ท้าหน้าที่ส้าคัญต่อกระบวนการภูมิคุ้มกันปลา ในการศึกษา
คร้ังนี้พบผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารต่อการเปลี่ยนแปลงของสัดส่วนเม็ดเลือดขาว
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เมื่อเปรียบเทียบกับปลาดุกลูกผสมกลุ่มที่ไม่ได้รับอนุพันธ์วิตามินอีในอาหาร ได้มีการรายงาน
การศึกษาถึงผลของวิตามินอีต่อการเปลี่ยนแปลงสัดส่วนของเม็ดเลือดขาว เช่น การศึกษาในปลา 
gilthead seabream และ P. mesopotamicus พบว่าวิตามินอีไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของสัดส่วน
เม็ดเลือดขาว neutrophil และ monocyte (Montero et al., 2001; Garcia et al., 2007) แต่มีการ
รายงานว่าวิตามินอีมีผลต่อการลดจ้านวนเม็ดเลือดขาว lymphocyte ในปลา piracucu (de Menezes 
et al., 2006)  
 ได้มีรายงานการวิจัยพบว่าอุณหภูมิน้้ามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงชนิดและปริมาณของ
กรดไขมันใน lymphocyte plasma membrane (Bly et al., 1986; 1990) ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าการ
ทดสอบอุณหภูมิน้้ามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจ้านวนเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะปลาดุกลูกผสมที่เลี้ยง
ด้วยอาหารที่ไม่ได้มีการเสริมอนุพันธ์วิตามินอี พบการลดลงของจ้านวนเม็ดเลือดขาว lymphocyte 
และการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือด neutrophil และ monocyte ได้มีการรายงานถึงผลของวิตามินอีต่อการ
เปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดขาวในปลา P. mesopotamicus ในสภาวะที่ติดเชื้อ ถึงแม้ว่าสภาพการ
เปลี่ยนแปลงจะแตกต่างกับผลการศึกษาที่พบในคร้ังนี้ (Garcia et al., 2007)  
นอกจากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงเม็ดเลือดขาวจะใช้เป็นตัวบ่งชี้ถึงสภาวะ
ภูมิคุ้มกันในปลาแล้ว สัดส่วนของเม็ดเลือดขาว neutrophil ต่อ lymphocyte (N:L ratio) ยังได้
น้ามาใช้ในการแสดงถึงการตอบสนองต่อสภาวะความเครียดและฮอร์โมนกลูโคคอร์ติตอยด์ของ
สัตว์มีกระดูกสันหลัง (Davis et al., 2008) ในการศึกษาครั้งนี้ภายใต้สภาวะที่ปลาดุกลูกผสมถูก
ทดสอบด้วยอุณหภูมิน้้าต่้านั้น พบว่าปลาดุกลูกผสมที่ได้รับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีจะมีค่า N:L 
ratio ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับปลาดุกลูกผสมที่ไม่ได้รับการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหาร ดังนั้น
ผลการศึกษานี้สามารถสรุปได้ว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารปลาดุกลูกผสมเป็นสิ่งที่จ้าเป็น 
แต่การเสริมในปริมาณต่้า (125 mg/kg) ก็น่าจะเพียงพอต่อการรักษาสุขภาพปลาภายใต้สภาวะ
ความเครียด  
 ในการทดลองคร้ังนี้ไม่พบผลของการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีต่อค่ากิจกรรมของ
เอ็นไซม์ไลโซไซม์อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งผลการศึกษาคร้ังนี้สอดคล้องกับรายงานการศึกษา
ในปลา hybrid striped bass (Sealey and Gatlin, 2002a) นอกจากนี้ได้มีรายงานการศึกษาถึงผลของ
อุณหภูมิน้้าต่อค่าไลโซไซม์ในซีรัมปลา เช่น มีการรายงานว่าปลานิลที่ถูกทดสอบด้วยน้้าเย็นมีค่าไล
โซไซม์ต่้าลง ในทางตรงกันข้ามเมื่อปลานิลถูกทดสอบด้วยอุณหภูมิน้้าสูงขึ้นจะมีค่าไลโซไซม์
สูงขึ้น (Ndong et al., 2007) ในการทดลองนี้พบว่าอุณหภูมิน้้าที่ต่้าลงมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของ
ค่าไลโซไซม์เช่นเดียวกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มปลาดุกลูกผสมที่ไม่ได้รับอนุพันธ์วิตามินอี 
และพบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีทุกระดับมีผลต่อการลดการเปลี่ยนแปลงของไลโซไซม์ในปลา
ดุกลูกผสมที่ถูกทดสอบด้วยอุณหภูมิน้้าเย็น หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่
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ระดับต่้าสุดก็สามารถเพิ่มระดับไลโซไซม์ในสภาวะที่ปลาดุกลูกผสมเกิดความเครียดจากน้้า
อุณหภูมิต่้า อย่างไรก็ตามได้มีรายงานที่ขัดแย้งกับการศึกษาคร้ังนี้ในปลา gilthead seabream โดย
พบว่าวิตามินอีไม่มีผลต่อการเพิ่มค่าไลโซไซม์ในสภาวะที่ปลาอยู่ในความเครียดอันเนื่องมาจาก
ความหนาแน่นสูง  
 ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินไม่มีผลต่อความแตกต่างของ
โปรตีนในเลือดอย่างมีนัยส้าคัญ รายงานการวิจัยถึงผลของวิตามินอีต่อค่าโปรตีนในเลือดมีความ
หลากหลายขึ้นกับสภาวะการทดลอง เช่น การทดลองในปลา piracucu พบว่าการเสริมวิตามินอีใน
อาหารมีผลต่อการเพิ่มค่าโปรตีนในเลือดในสภาวะการเลี้ยงในบ่อ แต่ไม่มีผลต่อการเพิ่มของ
โปรตีนในเลือดในการทดลองในกระชัง (de Menezes  et al., 2006; de Andrade et al., 2007) และ
ได้มีรายงานวิจัยในปลา hybrid striped bass และ gilthead seabream พบว่าการเสริมวิตามินอีไม่มี
ผลต่อค่าโปรตีนในเลือด (Montero et al., 2001; Sealey and Gatlin, 2002a) ส้าหรับผลของ
ความเครียดต่อค่าโปรตีนในเลือดนั้น มีการศึกษาไม่มากนัก และผลก็ไม่เป็นไปในทางเดียวกัน เช่น 
การรายงานว่าความเครียดมีผลท้าให้ค่าโปรตีนในเลือดสูงขึ้น (Montero et al., 2001) และต่้าลง 
(Svobodova et al., 2006) ส้าหรับในการศึกษาคร้ังนี้ก็ไม่พบผลของการทดสอบอุณหภูมิน้้าต่อค่า
โปรตีนในน้้าเลือดในทุกกลุ่มทดลองของปลาดุกลูกผสม  
รายงานการศึกษาอ่ืน ๆ ที่ผ่านมาพบว่าวิตามินอีไม่มีผลต่อค่าอิมมูโนโกลบูลิน 
นอกจากนี้ยังไม่พบผลของสภาวะความเครียดอันเนื่องมากจากความหนาแน่นสูงต่อค่าอิมมูโน
โกลบูลิน (Montero et al., 1999; Sealey and Gatlin, 2002a) อย่างไรก็ตามผลการวิจัยคร้ังนี้พบว่า
การสริมอนุพันธ์วิตามินอีมีผลต่อการเพิ่มค่าอิมมูโนโกลบูลินของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะ
ความเครียดจากอุณหภูมิน้้าต่้า ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าการเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่ระดับต่้าที่สุด 
(125 mg/kg) เพียงพอต่อการเพิ่มภูมิต้านทานโรคของปลาดุกลูกผสมภายใต้สภาวะความเครียด  
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บทที่ 4 
บทสรุป 
 
สรุปผลการวิจัย 
1. การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้ามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของค่าทางโลหิตวิทยาอย่างมี
นัยส้าคัญในช่วงแรกและช่วงท้ายของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้า  
2. การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิน้้ามีผลต่อค่า lipid peroxidation ที่ตับและไตของปลาดุกลูกผสม 
ซึ่งพบว่าถ้าอุณหภูมิน้้าสูงขึ้นปลาดุกลูกผสมจะมีค่า lipid peroxidation ที่ตับและไตสูงขึ้น  
3. การเพิ่มปริมาณอนุพันธ์วิตามินซีที่เสริมในอาหารไม่มีผลต่อการเพิ่มการสะสมอนุพันธ์
วิตามินที่ตับของปลาดุกลูกผสม หรือกล่าวได้ว่า มีการสะสมอนุพันธ์วิตามินซีที่ตับคงที่ใน
ปลาดุกลูกผสมทุกกลุ่มทดลอง  
4. การเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารที่ระดับ 250 mg/kgในอาหารเป็นระดับที่เพียงพอต่อ
การเจริญเติบโตที่เป็นปกติของปลาดุกลูกผสม 
5. การเลี้ยงปลาดุกลูกผสมที่ระยะประมาณ 15 กรัม การเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารใน
ระดับที่สูงขึ้นส่งผลต่อการเจริญเติบโตของปลาดุกลูกผสมที่เพิ่มขึ้น โดยมีความสัมพันธ์กัน
ในเชิงเส้นตรง และการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1,000-1,500 mg/kg เป็นระยะเวลา 1 
เดือนท้าให้ปลาดุกลูกผสมมีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด  
6. การเพิ่มการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีในอาหารในระดับที่สูงขึ้นไม่มีผลต่อการเร่งอัตราการ
เจริญเติบโตของปลาดุกลูกผสม ในระยะการเลี้ยงเดือนที่ 2 ดังนั้นในระยะการเลี้ยงเดือนที่ 
2 การเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 250 mg/kgเพียงพอต่อการเร่งการเจริญเติบโตของปลา
ดุกลูกผสม 
7. อัตราการเปลี่ยนอาหารเนื้อและอัตราการรอดไม่แตกต่างกันในแต่ละกลุ่มทดลองของปลา
ดุกลูกผสมที่ได้รับการการเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่แตกต่างกันในสูตรอาหาร  
8. การเสริมอนุพันธ์วิตามินซีที่ระดับ 1,000-1,500 mg/kgในอาหารมีผลต่อการรักษาสุขภาพ 
ช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกันโรคให้กับปลาดุกลูกผสมในสภาวะความเครียดอันเนื่องมาจากน้้า
อุณหภูมิต่้า 
9. การเสริมอนุพันธ์วิตามินอีในอาหารไม่ส่งผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโต 
ประสิทธิภาพการใช้อาหารและอัตราการรอดในปลาดุกลูกผสม 
10. การเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่ระดับต่้าสุด 125 mg/kg ในอาหารก็เพียงพอต่อการรักษา
สุขภาพและช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกันโรคให้กับปลาดุกลูกผสมในสภาวะความเครียดอัน
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เนื่องมาจากน้้าอุณหภูมิต่้า แต่การเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่ระดับสูง (500 mg/kg) ส่งผลเสีย
ต่อค่าทางโลหิตวิทยาของปลาดุกลูกผสม  
 
ข้อเสนอแนะ 
 จากผลการศึกษาคร้ังนี้จะเห็นว่าการเสริมวิตามินซีที่ระดับ 1,000-1,500 mg/kgหรือ
การเสริมอนุพันธ์วิตามินอีที่ระดับ 125 mg/kg ในอาหารส่งผลดีต่อปลาดุกลูกผสมในสภาวะ
ความเครียดอันเนื่องมาจากอุณหภูมิน้้าต่้า อย่างไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้เป็นการศึกษาในตู้ทดลองซึ่ง
เป็นสภาพการเลี้ยงที่ปลาดุกลูกผสมได้รับวิตามินจากอาหารทดลองเท่านั้น เพราะในตู้เลี้ยงปลาไม่มี
อาหารธรรมชาติ ในการเลี้ยงในบ่อดินซึ่งมีอาหารธรรมชาติที่สมบูรณ์ ระดับการเสริมอนุพันธ์
วิตามินซีหรือวิตามินอีในอาหารอาจจะลดลงกว่าระดับที่รายงานไว้ในการศึกษาคร้ังนี้ เพราะปลาดุก
ลูกผสมที่เลี้ยงในบ่อที่มีอาหารธรรมชาติจะได้รับวิตามินจากอาหารธรรมชาติด้วย ซึ่งควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมในบ่อดินต่อไป 
เนื่องจากวิตามินซีและวิตามินอีมีผลต่อการบรรเทาความเครียดในปลา ดังนั้นควรมี
การศึกษาถึงระดับการเสริมร่วมกันของวิตามินซีและวิตามินอี เพราะการท้างานร่วมกันของวิตามิน
ทั้งสองชนิดอาจส่งผลดีต่อสุขภาพของปลาดุกลูกผสมยิ่งขึ้น 
เนื่องจากในสภาพการเลี้ยงจริงในธรรมชาติ ปลาดุกลูกผสมมักจะประสบกับสภาวะ
ความเครียด หรือการเปลี่ยนแปลงของคุณภาพน้้าหลายปัจจัยร่วมกัน จึงควรมีการศึกษาถึงการ
ทดสอบสภาวะความเครียดอ่ืน ๆ ร่วมกับการทดสอบสภาวะความเครียดอันเนื่องมาจากอุณหภูมิน้้า
อย่างเดียว โดยเฉพาะอย่างยิ่งสภาวะความเครียดอันเนื่องมาจากน้้าอุณหภูมิต่้าร่วมกับพีเอชที่ต่้า 
เพราะมักจะเกิดร่วมกันในสภาวะที่ฝนตกติดต่อกัน  
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